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RÉSUMÉ 
Anomalies de la contractilité utérine induites par des facteurs inflammatoires et 
hormonaux 
 
Par 
Stéphanie Corriveau 
Programme de physiologie (endocrinologie) 
 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention 
du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en physiologie, Université de Sherbrooke, 
Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
 
Les anomalies de la contractilité utérine induisent des complications majeures. Il a été 
décrit que les facteurs inflammatoires et hormonaux déterminent la qualité des contractions 
utérines. FACTEURS INFLAMMATOIRES : Lors de prématurité spontanée, un statut 
inflammatoire est présent dans 60 % des cas où des médiateurs lipidiques inflammatoires 
(leucotriènes, prostaglandines) jouent un rôle majeur. Cette étude évalue l’effet du 
Montélukast, un antagoniste des récepteurs aux cys-leucotriènes, sur l’activité myométriale 
humaine in vitro. L’effet du Montélukast anténatal a été quantifié en condition 
inflammatoire sur l’activité contractile in vitro et sur la prolongation de la grossesse. Deux 
modèles sont utilisés. Le premier modèle est basé sur le prélèvement de biopsies utérines 
humaines, lors de césariennes. Le deuxième modèle est basé sur l’induction d’inflammation 
chez des rates gestantes suivie par des prélèvements utérins. En condition basale, les 
résultats montrent que le Montélukast a un effet tocolytique significatif sur l’activité 
contractile in vitro humaine et que son effet est additif à celui de la Nifédipine, le 
tocolytique de référence. Par ailleurs, l’effet du Montélukast est maximal en condition de 
prématurité spontanée. Lors de l'ajout d'agent pharmacologique bien caractérisé in vitro 
dans le modèle inflammatoire, la réactivité contractile à l'ocytocine des biopsies utérines 
des rates traitées au Montélukast est abolie alors que la sensibilité à la niféfipine était 
augmentée. Finalement, 3 des 9 rates traitées au Montélukast présentaient une prolongation 
anormale de la gestation. FACTEURS HORMONAUX : Lors d’une observation fortuite, 
une modification du patron de contractions utérines a été observée in vitro chez des femmes 
enceintes présentant une hypothyroïdie et traitées à la T4. Des anomalies de contractilité 
peuvent conduire à des césariennes avec les risques chirurgicaux associés. Cette partie 
évalue si cette modification de la contractilité utérine est causée par l’hypothyroïdie sous-
jacente ou l’administration de T4. Par des biopsies utérines de rates, nous avons démontré 
que l’hypothyroïdie réduit la durée et augmente significativement la fréquence des 
contractions tandis qu’à forte dose de T4, une augmentation de la durée et une fréquence 
diminuée sont quantifiées. Ces résultats miment le patron anormal de contractions observé 
chez les femmes enceintes traitées à la T4. Nos données suggèrent donc que la modification 
de la réactivité myométriale est due au traitement à la T4. Cette approche originale montre 
que ces deux facteurs influencent la contractilité utérine et que des prises en charge plus 
personnalisées et mieux adaptées permettront de revenir à une contractilité utérine 
physiologique.  
Mots clés : Contraction utérine, leucotriènes, inflammation, hormones thyroïdiennes, 
utérus  
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SUMMARY 
 Anomalies de la contractilité utérine induites par des facteurs inflammatoires et 
hormonaux 
 
By 
Stéphanie Corriveau 
Physiology - endocrinology Program 
 
Thesis presented at the Faculty of medicine and health sciences for the obtention of Doctor 
degree diploma philosophiae doctor (Ph.D.) in physiology (endocrinology), Université de 
Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada,  
J1H 5N4 
 
Abnormalities of uterine contractility result in major complications. It has been described 
that inflammatory and hormonal factors determine the quality of uterine contractions. 
INFLAMMATION FACTORS: In spontaneous prematurity, inflammatory status is present 
in 60 % of preterm birth cases, where inflammatory lipid mediators (leukotrienes, 
prostaglandins) play a key role. This section aims to evaluate the effect of montelukast, a 
cysteinyl-leucotrienes receptor antagonist, on in vitro human myometrial activity. Then, the 
effect of antenatal montelukast on contractile activity will be quantified under an 
inflammatory condition in vitro and on the prolongation of the pregnancy. Two models 
have been used. The first model is based on human uterine biopsies recovered from c-
sections. The second model is based on the induction of inflammation in pregnant rats, in 
which hysterectomies were performed. In the basal condition, montelukast has a tocolytic 
effect in vitro on human uterine contractile activity and its effect is additive to the effect of 
nifedipine, the reference tocolytic. Moreover, the effect of montelukast is maximal under 
spontaneous preterm birth. When adding in vitro pharmacological agents well characterized 
to pregnant rats from the inflammatory model, uterine reactivity to oxytocin is abolished 
after antenatal montelukast treatment while the uterine sensitivity to nifedipine was 
increased. Finally, three of the nine rats treated with montelukast had an abnormal delay of 
gestation. HORMONAL FACTORS: After a fortuitous observation, an abnormal pattern of 
uterine contraction was observed in pregnant women with hypothyroidism and treated with 
T4. Contractile abnormalities can lead to c-sections with associated surgical risks. This 
section assesses whether this change in uterine contractility is caused by an underlying 
hypothyroid condition or the administration of T4. In uterine biopsies from a female rat 
hypothyroid model, we have demonstrated that hypothyroidism significantly shortens and 
increases the contractions, while with high doses of T4 an increased duration and a 
decreased frequency were quantified. These results mimic the abnormal pattern of 
contractions observed in pregnant women treated with T4. Thus, our data suggest that this 
change in myomterial reactivity is due to T4 treatment. This original approach shows that 
these two factors influence uterine contractility and that appropriate management will allow 
their uterine contractile activity to return to physiological values.  
 
Keywords : Inflammation, leukotrienes, thyroid hormones, uterine contraction, uterus 
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INTRODUCTION 
Avant-propos 
Les anomalies de la contractilité utérine peuvent avoir des effets délétères majeurs sur 
l’oxygénation et le rythme cardiaque foetaux. Ces complications fœtales se traduisent par 
une incidence augmentée de césariennes avec les risques associés maternels et fœtaux 
(Simpson et Miller, 2011). Dans cet essai, deux situations physiopathologiques seront 
abordées en utilisant un modèle de recherche translationnel. Dans un premier temps, les 
facteurs de régulation de la contraction sont définis. L’inflammation physiologique de la 
parturition et celle présente dans les cas de prématurité spontanée seront ensuite traitées. 
L’inflammation participe à la modulation et à l’initiation de la contractilité des myocytes 
utérins ce qui peut conduire à un accouchement prématuré avec les risques associés pour le 
fœtus comprenant une immaturité des systèmes pulmonaire et neurologique. Dans ce projet 
de recherche, une stratégie thérapeutique in vitro basée sur l’utilisation d’un agent anti-
inflammatoire a été mise en place afin de moduler l’effet de médiateurs lipidiques 
inflammatoires : les cystéinyl-leucotriènes. Dans un second temps, les désordres 
thyroïdiens seront décrits comme des facteurs hormonaux possédant la capacité de moduler 
les contractions utérines. Des patrons d’activité contractile anormaux seront analysés (plus 
grande amplitude, durée plus longue et fréquence diminuée) chez les femmes présentant 
une hypothyroïdie traitée à la T4 durant toute la grossesse. Cette modulation pourrait être 
due à l’effet de la T4 et explique les taux de césariennes supérieurs dans les cohortes de 
patientes présentant un désordre thyroïdien.  
 
Déterminants physiologiques de la contraction utérine 
Les contractions utérines efficaces, l’effacement du col et la rupture des membranes fœtales 
représentent les trois éléments physiologiques séquentiels permettant la parturition, c’est-à-
dire la naissance (Romero et al., 2014). La synchronisation temporelle de ces trois élements 
essentiels détermine l’issue de la grossesse. Les contractions utérines peuvent survenir soit 
avant terme (avant 37 semaines d’aménorrhée; SA), à terme (entre 37 et 40 SA) ou post-
terme (après 40 SA) ce qui influence le moment de la parturition.  
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Le niveau de l’activité contractile utérine évolue pendant la grossesse. Avant la conception, 
aucune contraction utérine n’est perceptible sur un enregistrement typique de tocométrie 
externe (Figure 1). Cette période de quiescence utérine se poursuit tout au long de 
l’implantation fœtale et de son développement in utero (Phase 0 : Quiescence). Toutefois, 
l’activité électrique physiologique sous-jacente peut être enregistrée par électromyographie 
utérine. En fin de grossesse, on voit apparaître la phase de préparation (Phase 1) où de 
petites contractions utérines asynchrones et dispersées sont produites entraînant une 
augmentation de l’activité contractile. Par la suite, ces contractions asynchrones se 
multiplient et se synchronisent pour produire des contractions fortes, longues et ayant de 
grandes amplitudes (Phase 2 : Stimulation). Lors de la parturition, ces contractions sont 
soutenues et engendrent une série de mouvements de flexion-déflexion et de rotation 
permettant la descente et l’expulsion du foetus. Après l’accouchement, il y a une 
contracture tonique de l’utérus afin de permettre l’expulsion placentaire et l’hémostase, 
c’est-à-dire l’occlusion des artères présentent au niveau de l’épaisseur du myomètre pour 
diminuer les saignements du post partum. Dans les semaines qui suivent l’accouchement, 
se produit l’involution de l’utérus (Phase 3) composée de l’apoptose cellulaire (par 
l’activation de caspases principalement la CASP3) et de la regénération tissulaire de 
l’endomètre qui sera complétée après une durée moyenne de deux mois (Ramsey, 1994; 
Smith, 2007).  
 
 
Figure 1. Évolution de l’activité utérine en grossesse 
Figure adaptée d’après Romero et coll., 2007 qui met en relation la progression 
physiologique de la gestation (avant la conception jusqu’à l’expulsion du placenta après la 
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délivrance) et les niveaux d’activité utérine relatives. Reproduit avec la permission de 
(Romero, 2007), copyright (2015) Wiley. 
Déterminant tissulaire : l’utérus 
L’utérus est composé de l’endomètre, une couche tissulaire musqueuse, et du myomètre, 
une couche musculaire lisse. Le rôle principal de l’endomètre est l’implantation du 
blastocyte par la décidualisation des cellules stromales en cellules déciduales. Le support 
physique de la contraction utérine est le myomètre utérin. L’utérus est un muscle lisse 
composé de fibres musculaires entrecroisées; circulaires et longitudinales. Lors de la 
grossesse, il y a hypertrophie et hyperplasie des cellules musculaires lisses utérines faisant 
en sorte que l’utérus gagne en masse musculaire. Un remodelage de la matrice 
extracellulaire, composée majoritairement de fibroblastes, est aussi effectué durant la 
grossesse. Chez une femme nullipare, l'utérus pèse environ 75 g alors qu’à la fin de la 
grossesse son poids pourra atteindre 1,3 kg (Young, 2007).  
L’évolution de la grossesse entraine la distension de l’utérus causée par le développement 
et la croissance fœtale. La surdistension utérine participe à l’initiation des contractions 
utérines. Cet étirement du muscle utérin est mesuré par la tension exercée sur la paroi 
utérine. Cette tension est déterminée par le volume intra-utérin, l’épaisseur de la paroi 
myométriale et la composition de la matrice extracellulaire. Pour promouvoir la quiescence 
utérine tout au long de la grossesse, la croissance du tissu utérin est proportionnelle à 
l’augmentation du volume intra-utérin engendré par le développement fœtal. Donc, 
l’épaississement de la paroi utérine doit être constant à l’augmentation du volume intra-
utérin (Sokolowski et al., 2010). L’utérus pourra ainsi remplir ses multiples fonctions 
comprenant l’état de quiescence et la préparation au travail actif pour permettre l’expulsion 
du fœtus par des contractions utérines puissantes et efficaces. Le tissu utérin est sensible 
aussi à l’influence hormonale par des agents utérorelaxants (ex. : la progestérone) et par des 
agents procontracturants (ex. : l’ocytocine, l’oestrogènes, les prostaglandines) sous 
l’emprise de laquelle il se contracte violemment lors de l’expulsion du fœtus. Il est aussi 
très sensible à l’influence neuronale, c’est-à-dire cette double innervation qui lui permet de 
recevoir les influx du système nerveux autonome sympathique et parasympathique (Young, 
2007). Les fibres neurveuses sympathiques feront contact avec les cellules musculaires 
lisses myométriales et permettront la libération de neurotransmetteurs α et β adrénergiques 
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des terminaisons post-synaptiques pouvant se lier aux récepteurs présents à la surface des 
myocytes (Young, 2007). L’influx parasympathique sera traduit principalement par des 
inervations cholinergiques. 
 
Contraction des cellules myométriales utérines 
Les contractions sont causées par une augmentation de la concentration de calcium 
intracellulaire dans les cellules myométriales. Cette augmentation a pour effet ultime de 
permettre l’interaction de deux protéines essentielles à la contraction des cellules 
musculaires lisses, soit la liaison de l’actine et de la myosine (Monga et Sanborn, 1995). 
Plusieurs mécanismes peuvent déclencher une contraction utérine. Parmi ceux-ci, i) 
l’augmentation de l’expression des protéines associées à la contraction, ii) la liaison d’un 
agent pharmacologique à son récepteur provoquant un relargage du calcium des réserves 
calciques du réticulum sarcoplasmique, iii) la présence d’un oscillateur membranaire 
induisant une activité électrique provoquant une entrée de calcium et iv) les changements 
dans l’excitabilité myométriale sont responsables de l’initiation des contractions (Berridge, 
2008). 
 
Régulation des protéines associées à la contraction  
Les cellules myométriales sont couplées électriquement entre elles par les jonctions gap 
(gap junctions) composées de protéines associées à la contraction, les connexines (CX-43, 
CX-45). Les connexines sont associées pour former des hémipores hexamériques. Ces 
protéines membranaires créent de larges zones de contact de faible résistance ce qui 
favorise la conduction du potentiel d’action d’une cellule myométriale à une autre créant 
ainsi une vague d’oscillation électrique (Garfield et al., 1977). La connexine 43 (CX-43) 
possède la meilleure conductance. Son niveau d’expression est maximal 48 h avant le début 
du travail actif augmentant ainsi la connectivité myométriale (Challis et al., 2000). Au 
moment de la parturition, le couplage des cellules augmente permettant la mise en place 
d’un syncytium fonctionnel de conduction élevée et la synchronisation de contractions 
utérines (Figure 3) (Garfield et al., 2007; Garfield et Maner, 2007; Sheldon et al., 2014). La 
synthèse des gap junctions est influencée par la régulation d’hormones durant la grossesse, 
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c’est-à-dire l’augmentation des niveaux d’ocytocine, de prostaglandines, d’œstrogène ainsi 
qu’un retrait de la progestérone (Garfield et al., 1978; Sheldon et al., 2014). Ces hormones 
seront décrites dans la section de la régulation hormonale de la contraction utérine. 
 
Couplage pharmaco-mécanique 
La phase de contraction 
Un agent utérotonique (ex. : l’ocytocine) se lie à un récepteur couplé aux protéines G 
hétérotrimériques (RCPG; GPCR) qui lui peut être couplé à une protéine Gαq. Ce couplage 
permet l’activation de la phospholipase C (PLC) qui va cliver le phosphatidylinositol 4, 5-
diphosphate (PIP2) en inositol 1, 4, 5-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L’IP3 
ainsi libéré va activer le récepteur à l’IP3 afin de permettre la relâche de calcium du 
réticulum endoplasmique. Le calcium libre intracellulaire va se lier à la calmoduline pour 
former le complexe calcium calmoduline et activer la Myosin light chain kinase (MLCK) 
pour permettre la phosphorylation de la chaine légère de myosine. Finalement, il y a liaison 
de l’actine et de la myosine pour former l’actomyosine et produire un raccourcissement des 
fibres musculaires lisses (Smith, 2007).  
 
 
Figure 2. Le couplage pharmaco-mécanique induit une contraction 
Cette figure est reproduite avec la permission de (Smith, 2007), Copyright Massachusetts 
Medical Society. Cette représentation schématique d’une cellule myométriale utérine 
illustre le couplage-pharmacomécanique conduisant à la contraction. La liaison de 
l’ocytocine, de la thrombin ou de la prostaglandine F2α, des agents utérotoniques, à leurs 
récepteurs active la phospholypase C (PLC) qui hydrolyse le PIP2 en DAG et en IP3. Cette 
cascade de signalisation menant à l’augmentation de calcium intracellulaire par l’activation 
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des récepteurs à l’IP3 (IP3R) ou à la ryanodine (RYR; sous-type 1, 2, 3).Cette relâche de 
calcium permet la liaison de la myosine à l’actine pour former l’actomyosine.  
 
 
La phase de relaxation 
À l’inverse de la contraction lors de la phase de relaxation, un agent utérorelaxant (ex. : un 
agoniste β2 comme la norépinéphrine) va se lier à son récepteur de type RCPG. Ce couplage 
entraine plutôt l’activation d’une protéine Gαs qui elle active l’adénylate cyclase (AC) pour 
augmenter les niveaux d’AMPc et ainsi permettre la liaison de l’AMPc aux sous-unités 
régulatrices de la protéine kinase A (PKA). Cette liaison peut permettre aux sous-unités 
catalytiques de transférer un phosphate et ainsi d’activer la Myosin light chain 
phosphatase  (MLCP) afin de déphosphoryler la MLC. À la suite de cette cascade 
enzymatique et après repompage du calcium vers le réticulum saracoplasmique pour 
rétablir la concentration intracellulaire normale, l’actine et la myosine se dissocient. Il y a 
donc relaxation des cellules musculaires lisses (Smith, 2007). 
Oscillateur membranaire 
Berridge et coll. ont décrit qu’en plus du couplage pharmaco-mécanique, un oscillateur de 
membrane est responsable et nécessaire à l’initiation du potentiel d’action utérin qui 
engendrera la contraction utérine efficace, puissante et synchronisée du travail actif 
(Berridge, 2008). Cet oscillateur regroupe des canaux et des échangeurs ioniques 
responsables de la dépolarisation. Après la dépolarisation de la membrane cellulaire 
myométriale, une phase oscillatoire survient via les VOC (Voltage Operated Channel). Le 
tout se termine avec la repolarisation par l’activation des échangeurs sodium calcium 
(Na
+
/Ca
2+
), les pompes Na
+
/K
+
 et l’activation des canaux potassiques. Les VOC (Voltage 
Operated Channel) comprennent les canaux calciques voltage-dépendant de type L et ils 
sont activés par la dépolarisation engendrée par l’oscillateur membranaire. Lors du travail 
actif, la probabilité d’ouverture de ces canaux calciques augmente permettant ainsi l’entrée 
de calcium. Ce mécanisme de mobilisation calcique participe au couplage excitation-
contraction. Ces canaux sont régulés par le dimère Gβγ provenant du couplage ligand-
RCPG. Plusieurs hormones, l’ocytocine et la CRH, pourraient moduler cet oscillateur 
membranaire responsable soit de la dépolarisation ou de la repolarisation du potentiel 
d’action (Gao et al., 2009; Xu et al., 2011). 
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Afin de permettre la relaxation et une quiescence utérine globale, des canaux ioniques 
repolarisent la membrane cellulaire des myocytes utérins. Plusieurs canaux potassiques tels 
que les canaux potassiques sensibles au calcium de grande conductance (BKCa), les 
courants potassiques rectifiant entrant (Kir7.1) et le canal potassique Ether-à-go-go humain 
(hERG) ont été décrits comme ayant des propriétés essentielles au maintien de la 
quiescence utérine (Lorca et al., 2014; McCloskey et al., 2014; Parkington et al., 2014). 
Vers la fin de la grossesse, leur niveau d’expression diminue afin de permettre la levée 
d’inhibition pour augmenter l’excitabilité membranaire lors de la phase de préparation et de 
stimulation susceptible de déclencher la parturition (Lorca et al., 2014).  
L’activation spécifique des canaux de type BKCa a un rôle primordial quant à la 
repolarisation et l’initiation de la phase de relaxation (Khan et al., 1993; Khan et al., 1997; 
Sadlonova et al., 2011a; Lorca et al., 2014). Ces canaux ioniques sont bien répartis dans le 
tissu utérin autant chez les femmes en période de gestation que chez les femmes non-
gestantes. Gao L et coll. détectent les deux sous-unités α et β du canal ionique octamérique 
autant dans la partie supérieure qu’inférieure de l’utérus, et ce, autant en quiescence qu’en 
fin de grossesse (Gao et al., 2009). Tout au long de la grossesse, les niveaux d’expression 
de ces deux sous-unités diminuent dans les muscles lisses utérins pour atteindre une 
diminution maximale de 50 % après le travail actif (Chanrachakul, 2006). La présence 
constitutive de ces sous-unités indique que ce canal n’est pas l’unique modulateur du 
potentiel de membrane et donc de la contraction utérine. Les canaux BKCa ont donc un rôle 
pivot dans le déclenchement des contractions utérines puisque leur présence est nécessaire à 
la quiescence, mais aussi requise lors du passage de la phase de préparation à la phase de 
travail actif (Lorca et al., 2014). 
Plusieurs hormones possèdent la capacité de moduler les BKCa. La hCG, une hormone 
impliquée dans le maintient du corpus luteum en début de grossesse, est sécrétée 
massivement par le placenta peut activer le canal (Doheny et al., 2003). Le CRH, hormone 
de stress, en agissant sur ses récepteurs, CRH-R1 et CRH-R2, modifie les niveaux 
d’expression des BKCa. Cette propriété lui permet de participer à la modulation fine de la 
contractilité myométriale (Xu et al., 2011). En plus d’être régulés par les facteurs 
hormonaux, les BKCa sont activés par le NO. D’ailleurs, l’enzyme iNOS est détecté au 
niveau utérin en quantité plus élevée (Lorca et al., 2014). Certains lipides médiateurs de 
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l’inflammation peuvent aussi moduler les BKCa. En 2001, notre groupe de recherche 
démontrait sur d’autres muscles lisses la capacité des hydroxy- et époxy-eicosanoïdes à 
activer les BKCa, à générer une hyperpolarisation et à faciliter la relaxation des muscles 
lisses bronchiques (Benoit et al., 2001; Fukao et al., 2001; Morin et al., 2007a). 
 
Modification de l’excitabilité myométriale et des potentiels d’action 
Le potentiel de repos membranaire des cellules myométriales résulte d’une répartition 
asymétrique des charges électriques (ions) de part et d’autre de la membrane plasmique où 
trois ions apparaissent essentiels : le potassium, le sodium et le chlore (Khan et al., 1993; 
Garfield et al., 2007; Garfield et Maner, 2007). Au cours de la grossesse, le potentiel de 
repos membranaire s’abaisse sous l’effet de la progestérone, à -60 mV, alors qu’à la fin de 
la grossesse, il s’élève à -45 mV (une zone proche du seuil d’activation des ICalents) ce qui 
augmente l’excitabilité myométriale, facilitant ainsi le déclenchement des contractions 
musculaires. L’instabilité du potentiel de repos est engendrée par des changements de 
conductances membranaires aux ions calciques et sodiques, ce qui permet de déclencher 
des potentiels d’action calcico-sodiques lents qui contrôlent l’entrée et la libération de Ca2+ 
intracellulaire (Berridge, 2008). L’entrée rapide de calcium dans les cellules musculaires 
lisses utérines initie les contractions phasiques. Ces potentiels d’action, dont l’automatisme 
est assuré par l’activation de conductances calciques, sont modulés par le couplage 
pharmaco-mécanique et l’oscillateur membranaire (Wolfs et Rottinghuis, 1970). Cette 
affirmation a été démontrée par plusieurs groupes de recherche sur du tissu myométrial 
isolé par les techniques biophysiques de microélectrodes intracellulaires ou d’électrodes 
extracellulaires (Wolfs et Rottinghuis, 1970; Inoue et al., 1990). Selon Nakao K. et coll., il 
est possible d’observer la modulation de ces potentiels d’action utérins par un couplage 
pharmaco-mécanique induit par des agents utérotoniques tels que l’ocytocine ou les 
prostaglandines (Inoue et al., 1990; Nakao et al., 1997). L’activité électrique de la 
membrane de surface contrôle donc le déclenchement des contractions utérines tout en étant 
modulée à la hausse ou à la baisse par différents processus pharmacologiques. Ces 
processus induisent des effets inotropes et bathmotropes positifs (Parkington et al., 1999). 
À la fin de la grossesse, les potentiels d’action lent ont une vitesse de conduction (4 cm /s) 
et une fréquence augmentées dues à une élévation des niveaux de connexines 43 et à une 
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diminution de l’isoforme connexine 45 (canaux de relativement faible conductance) 
(Sheldon et al., 2014). 
 
Régulation hormonale de la contraction utérine 
Facteurs stimulant la contraction utérine  
Plusieurs facteurs sont responsables de stimuler la contraction utérine en augmentant 
l’expression de protéines associées à la contraction utérine ou encore en augmentant la 
concentration de calcium intracellulaire par un couplage pharmaco-mécanique. 
L’ocytocine est une hormone neurohypophysaire de 9 acides aminés considérée comme 
l’un des principaux agents utérotoniques qui initie les contractions utérines en liant son 
récepteur, OXTR, couplée à une protéine Gαq (Figure 2). Cette liaison engendre la cascade 
de signalisation IP3-dépendante (Vrachnis et al., 2011). Le niveau d’expression du 
récepteur à l’ocytocine atteint le niveau maximal lors du travail actif, environ 12 fois plus 
élevé qu’en début de grossesse (Hertelendy et Zakar, 2004b). Tout au long de la grossesse, 
le nombre de récepteurs membranaires à l’ocytocine augmentent alors que les niveaux 
d’ocytocine circulants ne sont que légèrement augmentés. Pour un niveau d’ocytocine 
circulant donné, l’augmentation du nombre de récepteurs amplifie donc la sensibilité des 
cellules utérines à cette hormone (Fuchs et al., 1982). L’ocytocine stimule aussi 
l’expression des protéines associées à la contraction (ex. : CX-43) et participe à la 
conduction électrique en favorisant l’arrangement membranaire des gap junctions. Ces 
propriétés modulatrices font de cette hormone l’une des plus impliquée dans l’initiation des 
contractions utérines. 
L’endothéline-1 (ET-1) est un neuropeptide de 21 acides aminés et un modulateur des 
muscles lisses vasculaires qui peut favoriser la relaxation en activant l’oxyde nitrique 
synthase (NOS) des cellules endothéliales. Toutefois, au niveau du muscle lisse utérin, 
l’endothéline se lie aux récepteurs ET-A pour activer une protéine Gαq qui hydrolyse le 
PIP2 en IP3, une voie de signalisation Ca
2+
-dépendante. Les propriétés pharmacologiques de 
l’ET-1 sur l’activité contractile in vitro sont similaires à celles de l’ocytocine dépendante 
du flux de calcium des canaux voltage-dépendant (Kozuka et al., 1989). Chez les femmes 
enceintes, les niveaux d’endothéline-1 augmentent dès l’approche du travail actif lors de la 
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phase de préparation alors que les niveaux de son récepteur augmentent seulement durant la 
période de travail actif (Arthur et al., 2008). L’endothéline est donc un facteur de 
stimulation de la contraction utérine. 
Les œstrogènes, dont le 17β-estradiol, l’estrone et l’estriol, sont des hormones stéroïdiennes 
qui participent à l’hyperplasie des myocytes et qui stimulent les contractions utérines. Le 
17β-estradiol est la forme principalement sécrétée durant la grossesse. Les niveaux 
d’œstrogène sont donc maintenus tout au long de la grosssesse avec une augmentation lors 
de la phase de préparation du travail actif. L’accroissement graduel du taux d’œstradiol au 
cours du deuxième et du troisième trimestre prépare l’utérus aux contractions en modulant 
la présence de ses récepteurs. Cette hormone engendre ses effets par l’activation de son 
récepteur membranaire GPR30 et de ses récepteurs nucléaires ERα ou ERβ. La liaison avec 
GPR30 induit la libération de calcium intracellulaire par des voies de signalisation rapide 
IP3-dépendante. Les taux d’œstradiol ont des effets génomiques via l’activation de ERα ce 
qui augmente la synthèse de protéines associées à la contraction comme PGF2 et mène 
également à une augmentation de la densité membranaire des récepteurs à l’ocytocine. En 
début de grossesse, l’œstrogène activerait plutôt le récepteur ERβ, un répresseur du 
récepteur ERα. Cette activation différentielle des isoformes du récepteur explique pourquoi 
des niveaux d’œstrogène peuvent être maintenus élevés dans le temps (Mesiano et al., 
2002).  
Le CRH est un peptide de 41 acides aminés qui se lie aux récepteurs CRHR de type 1 ou de 
type 2. Il est bien connu que les niveaux de cette hormone de stress augmentent de façon 
exponentielle durant la grossesse avec la maturation de l’axe hypothalamo-hypophyso-
surrénalien (McLean et al., 1995). Cette hormone a été nommée « l’horloge biologique » de 
la parturition (McLean et al., 1995). À la fin de la grossesse, You et coll. ont démontré une 
différence significative entre les niveaux de CRH et de CRH-BP (CRH-Binding protein), 
une protéine responsable de son inactivation (You et al., 2012). Néanmoins, le CRH a des 
effets différentiels au cours de la grossesse (L. M. Zhang et al., 2008). Cet effet s’explique 
par le couplage du récepteur à différentes protéines G (Gαs vs Gαq). En période de 
quiescence, il active CRHR1 induisant la voie de signalisation AMPc-dépendante et il 
stimule les NOS pour favoriser la relaxation. En revanche, lors du travail actif, il active la 
voie de signalisation associée à Gαq et induit la contraction du muscle utérin (You et al., 
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2012). Le rôle du CRH sur CRHR2 est mieux établi. Il provoque l’augmentation de 
calcium intracellulaire en activant la voie IP3-dépendante durant le travail actif. 
La mélatonine (N-acétyl-5 méthoxytryptamine) se lie aux récepteurs MT1 et MT2, couplés 
à une protéine Gq et active la voie de signalisation IP3-dépendante participant ainsi à la 
contraction utérine. De plus, la mélatonine agit à titre de modulateur en diminuant le 
nombre de récepteurs à l’œstrogène (ERβ) et à la progestérone (PR-B) (Abd-Allah et al., 
2003).  
Plusieurs évidences démontrent que les médiateurs inflammatoires contribuent fortement à 
de la contraction utérine (Romero et al., 2007; MacIntyre et al., 2014). Leurs effets feront 
notamment l’objet d’une étude approfondie dans la section portant sur les médiateurs de 
l’inflammation. 
Facteurs relaxant la cellule utérine 
Afin de maintenir la quiescence utérine pour le développement foetal, plusieurs facteurs 
abaissent les niveaux d’activité contractile. La progestérone est l’hormone stéroïdienne 
principale dans le maintien de la quiescence utérine. L’ovariectomie de rates gestantes, en 
milieu de grossesse, induit un retrait prématuré de la progestérone ce qui engendre une 
naissance prématurée (Abd-Allah et al., 2003; Lockwood et al., 2012) De plus, un 
traitement exogène rétablit la quiescence utérine et ramène la durée de la gestation à des 
valeurs physiologiques (Hertelendy et Zakar, 2004b). L’hypothèse du retrait de la 
progestérone est plausible comme soulevée par Csapo qui la définit comme l’initiateur de la 
contractilité utérine (Csapo, 1956). Toutefois, les niveaux plasmatiques sont maintenus tout 
au long de la grossesse. Pour expliquer cette observation, il a été démontré que l’activation 
des récepteurs à la progestérone provoque des effets complémentaires qui régulent l’activité 
contractile tout au long de la grossesse. La progestérone a des effets non génomiques sur un 
récepteur membranaire (mPR) pour induire une diminution des niveaux d’AMPc et pour 
favoriser l’état de quiescence utérine. Cette hormone a aussi des effets génomiques via ses 
récepteurs nucléaires (PR-A et PR-B) et a pour effet de diminuer l’expression de certaines 
protéines associées à la contraction (CX-43, OXTR, PGS, ERα) (Mesiano, 2007). Mesiano 
et coll. ont démontré que la progestérone agit sur son récepteur nucléaire PR-B pour induire 
une relaxation des cellules myométriales (Mesiano et al., 2002). Néanmoins, en fin de 
grossesse les niveaux d’expression du récepteur PR-A augmentent. Ce récepteur semble 
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avoir comme effet d'inhiber l’expression du récepteur PR-B et par le fait même d'inhiber la 
relaxation et déclencher le travail actif. De plus, les niveaux d’expression des récepteurs 
ERα (stimulant la contraction) et de PR-A sont corrélés en début du travail ce qui entraîne 
une excitabilité pharmacologique supérieure (Mesiano et al., 2002). L'hypothèse du retrait 
de la progestérone serait plutôt due à une diminution des niveaux d’expression du récepteur 
en fin de grossesse accompagné d’un changement d’activation des isoformes du récepteur 
(PR-A et PR-B) (Lockwood et al., 2012).  
L’oxyde nitrique (NO) est aussi un utérorelaxant efficace, mais active plutôt la voie de 
signalisation GMPc-dépendante. Toutefois, peu d’évidence démontre sa participation 
majeure à la quiescence outre son rôle de production de GMPc et la phosphorylation 
protéine kinase G (PKG)-dépendante des canaux potassiques BKCa. Il est produit de 
manière endogène par les cellules endothéliales, les macrophages et les 
syncytiotrophoblastes placentaires qui subissent une augmentation de l’isoforme inductible 
des NOS (iNOS) lors du début de la grossesse et pourrait avoir une cible au niveau des 
myocytes vasculaires et utérins (Ulrich et al., 2013).  
D’autres, agents utérorelaxants impliqués dans la relaxation de la cellule utérine comme la 
relaxine qui active les BKCa pour hyperpolariser les cellules myométriales (Meera et al., 
1995) ou encore la norepinéphrine et la nociceptine qui se lient à des récepteurs de type 
RCPG (récepteurs β2 adrénergiques et ORL-1, respectivement) couplé à une protéine Gαs. 
Ce couplage permet une activation de la voie de signalisation cellulaire AMPc-dépendante  
via la PKA ce qui induit une relaxation. Les deux hormones peuvent aussi agir comme 
stimulateur du canal BKCa en activant la protéine kinase A (PKA). L’AMPc active la 
protéine kinase A (PKA) en liant la sous-unité régulatrice (deux molécules d’AMPc par 
enzyme). La PKA activée phosphoryle le canal BKCa ce qui augmente sa probabilité 
d’ouverture entrainant l’hyperpolarisation des cellules musculaires lisses et mène à la 
relaxation utérine (Lorca et al., 2014). 
L’inflammation comme facteur de modulation de la contraction utérine 
L’inflammation en condition physiologique 
Plus la grossesse évolue dans le temps, plus les niveaux des molécules inflammatoires sont 
augmentés créant ainsi un statut inflammatoire physiologique impliqué directement dans la 
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parturition (Figure 3). Une infiltration de leucocytes a été décrite au niveau des différents 
tissus de la sphère utérine tels que le myomètre, le col utérin, les membranes fœtales et le 
placenta. L’implication de cytokines proinflammatoires tels que TNF-α, de l’IL-1β, IL-6, 
IL-8, des métalloprotéinases (ex. : MMP-8 et MMP-9) et une augmentation du niveau 
d’expression de NFκB ont été quantifiées dans le myomètre et au niveau du col utérin. 
L’activation de NFκB par la dissociation de sa protéine inhibitrice IκBα permet la 
translocation au noyau de NFκB et induit l’expression de plusieurs protéines associées au 
déclenchement des contractions. Ces cytokines stimulent aussi la contraction myométriale 
en favorisant la régulation hormonale (Romero et al., 2007). En effet, la production d’IL-6 
engendre l’expression du récepteur à l’ocytocine et la sécrétion de CRH durant la phase de 
stimulation (Papatheodorou et al., 2013). Récemment, des auteurs ont aussi décrit 
l’augmentation de l’expression d’AP-1, un hétérodimère composé de c-jun et de c-fos lors 
du travail actif (Romero et al., 2007; MacIntyre et al., 2014) et ils ont mis en évidence que 
ce complexe est un activateur de NFκB. L’activation de NFκB mène à l’augmentation de 
l’expression de plusieurs protéines associées à la contraction dont CX-43, COX-2, certains 
récepteurs aux prostaglandines et à l’ocytocine. NFκB induit aussi l’expression de plusieurs 
cytokines dont l’IL-1β. L’IL-1 active la PLA2, un enzyme responsable de l’hydrolyse de 
l’acide achidonique qui est le lipide précurseur des prostanoïdes et des eicosanoïdes. 
L’augmentation des niveaux de l’IL-1β mène aussi à une augmentation de l’expression de 
la COX-2 et donc, la synthèse de prostaglandines telles que PGF2α. L’IL-1β joue un rôle sur 
l’excitabilité cellulaire et l’homéostasie calcique en activant la pompe calcique SERCA ce 
qui entraîne un recaptage plus rapide des ions de Ca
2+
 intracellulaire vers le réticulum 
sarcoplasmique au cours de la relaxation afin de restaurer les réserves durant les 
contractions phasiques fréquentes (Tribe et al., 2003). L’effet concomitant des cytokines 
sur l’augmentation de calcium intracellulaire, l’augmentation d’expression des protéines 
associées (CX-43) et sur la modulation positive du couplage pharmaco-mécanique par des 
agents utérotoniques (PGF2α; Ocytocine) a pour résultante la stimulation des contractions 
puissantes et efficaces du muscle utérin. On sait que certaines de ces cascades 
inflammatoires sont activées en présence d’une infection et même dans les cas de travail 
préterme (Norman et al., 2007; Romero et al., 2007; MacIntyre et al., 2014). 
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Figure 3. Acteurs clés dans la parturition 
Figure adaptée d’après Romero et coll., 2014 qui met en relation les 3 éléments 
physiologiques séquentiels qui induisent la parturition. La différence entre la phase de 
quiescence et de travail actif de ces mêmes éléments clés est mise en évidence. Reproduit 
avec la permission de AAAS de (Romero et al., 2014). 
 
L’inflammation en condition physiopathologique 
Dans 40 à 60 % des cas de prématurité spontanée, une réponse inflammatoire a été 
objectivée (Romero et Mazor, 1988; Romero et al., 2006). Son origine peut être due à la 
colonisation par un pathogène. Cette contamination peut être locale, par ascension 
bactérienne au niveau de la voie vaginale jusqu’au col utérin ou encore par dissémination 
hématogène, locorégionale (ex. : péritonite). Plusieurs groupes de recherche ont démontré 
que dans les cas de prématurité spontanée des streptocoques, des staphylocoques et des 
ureaplasmas sont retrouvées dans le liquide amniotique et l’interstice des membranes et la 
décidua (Combs et al., 2014). Ces bactéries sont responsables de l’invasion microbienne 
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aminiotique et initie la sécrétion de cytokines (IL-6, TNF-α). Au niveau du liquide 
amniotique, Romero et coll. décrivent une « boue bactérienne », nommée « sludge » 
composée de globules blancs et d’un microbiome bactérien avec une prédominance de 
bactéries gram négatives (Kusanovic et al., 2007; Romero et al., 2008; Himaya et al., 2011; 
Fuchs et al., 2014). Ces infections par différents microorganismes peuvent être mimées par 
les lipopolysacharides (LPS) qui peut se lier à ses récepteurs dont le « Toll-like receptor 4 » 
(TLR4). Un modèle animal de souris gestantes peut donc reproduire cette inflammation 
caractéristique de la prématurité spontanée par l’injection de LPS intrapéritonéal (Kemp et 
al., 2010; Zhao et al., 2013; MacIntyre et al., 2014). 
Ces types de récepteurs, les TLR4, sont présents à la surface des macrophages de la décidua 
(décidua-like). Dans les modèles murins, l’ajout de LPS induit une augmentation de 
calcium intracellulaire dans les cellules musculaires lisses (Zhang et al., 2015). Cette 
cascade engendre aussi l’augmentation de production des prostaglandines, de cytokines 
inflammatoires comme le TNF-α, l’IL-1 et d’autres médiateurs lipidiques. Le TNF-α active 
son récepteur, le TNFR de type 1, ce qui permet l’activation de la kinase IKK qui sera 
responsable de la phosphorylation de IκBα. Cette activation va permettre la 
phosphorylation et la dissociation de NFκB de sa protéine inhibitrice (IκBα) et la 
translocation au noyau de NFκB (après phosphorylation par l’ubiquitination de IκBα). Une 
fois au noyau NFκB agit à titre de facteur de transcription pour augmenter l’expression des 
COX-2 donc de la production de prostaglandines, des métalloprotéinases, de la connexine-
43 et des récepteurs à l’ocytocine (Romero et al., 2007; MacIntyre et al., 2014). Il a été 
démontré que la mise en culture de cellules de la décidua en présence d’un traitement au 
LPS permet la production de TNF-α et de PGF2α (Arntzen et al., 1999). Ces deux molécules 
sont connues pour amplifier les contractions utérines. De plus, une augmentation du niveau 
des cytokines telles que l’IL-1, IL-6 et PGE2 entraîne une augmentation de l’expression des 
récepteurs au CRH au niveau des syncitiotrophoblastes. Il a été démontré que cette 
augmentation survient plus tôt et plus rapidement dans les cas de naissances prématurées 
(Makrigiannakis et al., 2007).  
Cette inflammation dite « pathologique » qui se veut une réponse à une insulte infectieuse 
ou inflammatoire représente donc une cascade de signalisation similaire à celle induite lors 
d’une « inflammation physiologique » de fin de grossesse conduisant aux contractions 
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utérines précoces, à la dégradation du collagène du col et à la fragilisation des membranes 
fœtales. Depuis de nombreuses années, la prématurité spontanée est perçue comme un 
travail actif qui se déclenche plus tôt pendant la grossesse. Romero et coll. proposent une 
hypothèse nouvelle à savoir, que bien que certaines cascades inflammatoires soient 
similaires, certaines différences sont observées lors de la prématurité spontanée (Romero et 
al., 2014). En effet, Hyman et coll. ont démontré que le microbiome amniotique de femmes 
enceintes qui ont accouchés à terme en comparaison à celui des femmes qui ont accouchés 
préterme est différent (Hyman et al., 2014). Le travail préterme devrait donc être prévenu 
ou traité comme syndrome complexe et non comme un travail actif qui survient plus tôt 
dans la gestation.  
 
La mise en route du travail prématuré spontané  
Des contractions utérines synchronisées qui surviennent avant terme (< 37 SA) peuvent 
conduire à une naissance prématurée. L’inflammation est un facteur principal dans cette 
initiation précoce des contractions utérines. D’autres facteurs de risque ont aussi été 
rapportés. Parmi ces facteurs de risque, le décollement placentaire est décrit puisqu’une 
ischémie et des saignements antépartum libère la thrombine qui elle active son RCPG qui 
est couplé à une protéine Gαq, ce couplage ligand-récepteur active la phospholypase C 
(PLC) qui elle permet l’hydrolyse du PIP2 en DAG et en IP3. La liaison de l’IP3 à son 
récepteur-canal déclenche une augmentation de calcium intracellulaire (Lockwood et al., 
2012). La thrombine active la voie de signalisation intracellulaire de NFκB qui permet une 
augmentation des niveaux COX-2 et de prostaglandines circulants (Lockwood et al., 2012). 
Par ailleurs, ce décollement entraine une augmentation des MMPs qui à leur tour favorise 
l’irritabilité utérine en dégradant la matrice excellulaire. Les éléments de stress sont 
grandement associés au travail préterme. Pour expliquer la physiopathologie de la 
prématurité spontanée, plusieurs auteurs proposent qu’une maturation de l’axe 
hypothalamo-hypophyso-surrénalien précoce induite par le stress pourrait expliquer le 
phénomène dans 20 % des cas. Le CRH peut augmenter la contractilité myométriale 
nécessaire à la parturition (Tyson et al., 2009). Son rôle est pivot, tantôt il active des 
récepteurs permettant la quiescence utérine, ayant une action entre autres sur les BKCa (Xu 
et al., 2011), et parfois le CRH a un effet procontracturant ce qui contribue au 
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déclenchement des contractions utérines en fin de grossesse (You et al., 2012). Son effet 
serait médié par certaines cytokines inflammatoires, dont l’IL-6 (Papatheodorou et al., 
2013). La surdistension utérine, notamment dans les cas de grossesses multiples, est un 
autre facteur de risque associé au déclenchement spontané du travail actif. Cette 
surdistension entraine une augmentation de l’expression des COX et par le fait même des 
prostaglandines sans oublier l’activation de l’élément clé soient le NFkB et sa cascade de 
signalisation. La synthèse d’agent utérotoniques (OT, PG) et de protéases (MMP) qui entre 
en jeu dans la contraction utérine, la maturation cervicale et la dégradation (ex. : rupture, 
fissure) des membranes amniotiques peuvent engendrer la prématurité spontanée (Romero 
et al., 2014). 
Romero et coll. insiste donc sur l’importance d’éviter de considérer que le travail préterme 
est un travail actif qui survient plus tôt, mais bien comme des facteurs de risque qui activent 
des voies de signalisations précises et qui personnalisent chacunes des situations 
pathologiques (Romero et al., 2014).  
 
Les tocolytiques de référence 
À l’heure actuelle, la stratégie qui peut être mise en œuvre pour contribuer à la prise en 
charge du travail préterme qui est caractéristique de 45 % des naissances prématurées est la 
tocolyse (Behrman et Butler, 2007). C’est dans les années 1965, que la tocolyse fait son 
apparition en clinique, c'est-à-dire, l’apparition du traitement visant l’abolition des 
contractions utérines afin de permettre une prolongation de la grossesse et un meilleur 
développement fœtal (Keirse, 2003). Plusieurs facteurs doivent être considérés dans le 
choix du traitement tocolytique clinique. L’objectif d’un tel traitement est de pouvoir 
prolonger la grossesse, diminuer la mortalité et les complications périnatales tout en 
limitant les effets secondaires maternels et fœtaux (van Vliet et al., 2014). 
La prise en charge des menaces d’accouchement prématuré (MAP) se retrouve dans une 
impasse. Les médicaments développés et disponibles sur le marché possèdent une efficacité 
limitée ou présentent des effets secondaires majeurs pour la mère ou le fœtus. L’utilisation 
de tocolytiques actuels permet une prolongation de la gestation moyenne de 2 à 7 jours 
permettant ainsi l’administration de corticostéroïdes pour accélérer la maturité pulmonaire 
et la production de surfactant (Lyons et Garite, 2002; Seaborn et al., 2010). Toutefois, la 
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tocolyse ne permet pas de réduire la morbidité et la mortalité associée à la prématurité (van 
Vliet et al., 2014). Plusieurs tocolytiques existent dont les β-mimétique (ex. : Ritodrine), les 
donneurs de NO (Ex. : Nitroglycérine), les antagonistes des récepteurs à l’ocytocine (ex. : 
Atosiban), le sulfate de magnésium (MgSO4), les bloqueurs de canaux calciques (ex. : 
Niféfipine) et les inhibiteurs non sélectifs de COX (ex. : Indométhacine). Ces traitements 
ciblent directement l’abolition de la contraction utérine. Néanmoins, selon les lignes 
directrices canadiennes, seuls les bloqueurs de canaux calciques et les inhibiteurs de COX 
représentent l’option thérapeutique actuelle pour la prise en charge du travail préterme. Ils 
sont donc les tocolytiques de référence et sont utilisés pour une période de 48 h ou de 
manière ambulatoire.  
 
Les bloqueurs de canaux calciques voltages dépendants de type L, comme la Nifédipine, 
permettent d’inhiber l’entrée de calcium en bloquant les VOC et donc de diminuer la 
concentration de Ca
2+
 libre intracellulaire dans les cellules musculaires lisses utérines. La 
diminution de calcium intracellulaire favorise la relaxation des myocytes utérins. In vitro, 
la nifédipine est l’un des tocolytiques les plus puissants (Saade et al., 1994) et son 
utilisation combinée avec d’autres peut donner des effets synergiques (Kuc et al., 2011). In 
vivo, la nifédipine prolonge la grossesse de 48h (RR d’une naissance avant 48h : 0.30 
[0.21-0.43]) pour permettre les co-interventions, est plus efficace (RR 0.74 [0.63-0.87]) et 
est plus sécuritaire que les β2-agonistes puisqu’elle produit des effets secondaires maternels 
minimaux (RR 0.36 [0.24-0.53]) (Flenady et al., 2014). En revanche, peu d’études 
randomisées ont étudié l’efficacité des bloqueurs de canaux calciques comparativement à 
un placebo (Haram et al., 2014). Les preuves sur cette option thérapeutique sont limitées 
quant à son utilisation dans la prévention du travail préterme. 
Une inhibition non spécifique des COX peut diminuer les contractions utérines induites lors 
du travail préterme. Cet inhibiteur empêche la production des prostaglandines, médiateurs 
lipidiques inflammatoires. L’indométacine, un inhibiteur non sélectif des COX, est utilisée 
en clinique pour ses effets tocolytiques supérieurs au placebo. Il demeure plus efficace que 
les autres tocolytiques sur une période de 48 heures. Au Canada en 2004, le médicament le 
plus utilisé pour le traitement d’une menace de travail préterme était l’indométacine et 
devrait être le traitement privilégié pour combattre la menace d’accouchement prématuré en 
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raison de l’inhibition de la production de la PGH2 (inhibition des COX-1 et -2 par 
l’indométacine). Toutefois, il est contre indiqué sur une longue période, car il entraine des 
effets secondaires fœtaux tels que la fermeture prématurée du canal ductal, des hémorragies 
ventriculaires, des problèmes hémodynamiques et rénaux, à cause de son passage au travers 
de la barrière placentaire (Rasanen et Jouppila, 1995; ACOG Committee on Practice 
Bulletins. American College of Obstetricians and Gynecologist, 2003). Il est important de 
noter qu’il y a réversibilité des effets secondaires lors de l’arrêt du médicament. 
 
Nécessité d’une nouvelle stratégie thérapeutique 
La prématurité, naissance avant 37 semaines de gestation est un problème de santé publique 
majeur. Non seulement elle affecte entre 8 et 12 % des grossesses, elle est la première cause 
de mortalité et morbidité périnatale et est en constante augmentation depuis le début des 
années 80 (Goldenberg et al., 2008; Blencowe et al., 2012). Elle représente donc un lourd 
fardeau économique (Moutquin, 2003) en ayant des conséquences à court et à long terme 
sur la santé des enfants. Ces coûts incluent le temps d’hospitalisation, le coût des soins 
aigus lors de la naissance, ainsi que les soins médicaux et paramédicaux requis par les 
morbidités à long terme engendrés par les problèmes pulmonaires, visuels, auditifs et 
neurologiques.  
Ces deux tocolytiques, l’indométhacine et la nifédipine, ne permettent pas la réduction de la 
mortalité ni des morbidités périnatales associées à la prématurité spontanée. En revanche, la 
nifédipine permet l’administration des stéroïdes pour accélérer la maturation de 
l’épithélium alvéolaire pour diminuer le risque relatif de détresse respiratoire (RR 0.64 
[0.48-0.86]) (Flenady et al., 2014). 
Nouvelle stratégie thérapeutique basée sur le métabolisme de l’acide arachidonique 
Les conclusions des articles scientifiques soutiennent que les traitements actuels ne sont pas 
adéquats: une solution nouvelle est nécessaire. Elle devrait s’attaquer à la cause plutôt qu’à 
la résultante, la contraction utérine. Une approche interdisciplinaire translationnelle entre 
physiologistes et obstétriciens a permis d’appliquer les connaissances actuelles et créer un 
parallèle fort entre l’asthme et la prématurité spontanée. Il faut savoir que dans la 
pathologie de l’asthme, l’activation d’une cascade inflammatoire cause la constriction des 
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muscles lisses bronchiques. Un phénomène similaire survient dans la pathologie de la 
prématurité spontanée où des contractions utérines spontanées sont déclenchées et où il y a 
présence d’inflammation dans 60 % des cas. Ainsi, des voies alternatives aux voies 
métaboliques des COX pourraient être étudiées et considérées comme traitement. J’ai voulu 
proposer et démontrer l’efficacité d’une nouvelle stratégie translationnelle, du modèle in 
vitro vers la clinique, pour prévenir le travail préterme basée sur la résolution de 
l’inflammation combinée au blocage d’une des voies métaboliques de l’acide 
arachidonique. Nous proposons un anti-inflammatoire qui est un antagoniste des cysteinyl-
leucotriènes afin d’inhiber l’action des médiateurs de l’inflammation. Les cys-LTs sont des 
médiateurs lipidiques inflammatoires dérivés de la voie des lipoxygénases à partir de 
l’acide arachidonique. Plusieurs voies de métabolismes de l’acide arachidonique ont été 
rapportées dans le myomètre humain et ces voies seront décrites.  
 
Médiateurs pro- et anti-inflammatoires dérivés de l’acide arachidonique 
Les dérivés de l’acide arachidonique ont aussi été décrits comme modulateur de la 
contraction utérine. L’acide arachidonique est un acide gras polyinsaturé de 20 carbones 
avec quatre doubles liaisons, aussi appelé oméga-6. La principale source d’acide 
arachidonique est alimentaire et se retrouve dans les huiles, les noix et le poisson. Il est 
présent sous forme estérifiée au niveau des phospholipides des membranes cellulaires et 
sera libéré par la phospholypase A2 (PLA2) par un clivage (hydrolyse) en position SN2. 
Une fois sous sa forme libre l’acide arachidonique pourra être métabolisé en plusieurs 
composés biologiques actifs. Il existe trois voies de métabolisme. La plus connue au niveau 
utérin est la voie des cyclooxygénases (COX-1 et 2) qui permettra la production des 
prostaglandines et du tromboxanes A2 (TXA2). Une seconde voie est la voie de la 
lipoxygénase (5-, 12- et 15-LO) produisant les leucotriènes et la LXA4 et les voies 
complémentaires sont celles des CYP450 où on retrouve la CYP450 époxygénase et 
CYP450 ω-hydroxylase qui participe respectivement à la synthèse des époxy- et des 
hydroxy-eicosanoïdes (Figure 4) (Spector, 2009).  
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Les prostaglandines 
Les prostaglandines ont été découvertes dans les années 1930 pour leurs propriétés 
modulatrices des muscles lisses utérins (Samuelsson, 2012). Les prostaglandines sont 
produitent par les cyclooxygénases, la COX-1 et la COX-2 à partir de l’acide arachidonique 
pour former la PGG2, puis métabolisé par hydroxyperoxidase pour former la PGH2. La 
PGH2 peut être métabolisé en PGE2 (utérorelaxant) par l’isomérase ou en PGF2α 
(utérotonique) par la PGF synthase, une réductase. Il a été largement décrit que ces 
isozymes sont présentes au niveau du muscle lisse utérin, la COX-1 est présente de manière 
constitutive alors que la COX-2 est inductible (Vane et al., 1998; Erkinheimo et al., 2000; 
Rauk et Chiao, 2000). De plus, il existe une différence dans l’expression génique des COX-
2 en fonction de la condition pathologique entre sans-travail, avec travail et en travail avec 
une chorioamnionite (Havelock et al., 2005). Les prostaglandines se lient à différents types 
de récepteurs, les PGR. La PGE2 se lie aux récepteurs EP 1 à 4 couplés à des protéines Gαq 
ou Gαs alors que la PGF2α se lie au récepteur FP couplé à une protéine Gαq pour initier une 
cascade de signalisation IP3-dépendante. Ces récepteurs ont aussi été détectés dans les 
composantes de la sphère utérine avant la conception et dans un contexte de grossesse 
(Terry et al., 2008; Unlugedik et al., 2010). Ces métabolites inflammatoires sont bien 
connus pour augmenter l’activité contractile myométriale. Les niveaux circulants de PGF2α 
(un métabolite utérotonique produit à partir du métabolisme de la PGH2 par la PGF 
synthase) sont maximaux travail actif, c’est-à-dire où le ratio PGF2α/PGE2 favorise la 
contraction utérine (Olson, 2003; Hertelendy et Zakar, 2004a; Cao et al., 2006; Kamel, 
2010). Il a aussi été démontré que les niveaux de prostaglandines sont augmentés dans le 
liquide amniotique en fin de gestation et qu’ils sont ainsi impliqués dans l’initiation et 
l’amplification des contractions utérines (Word et al., 1992; Janicek et al., 2007; Fischer et 
al., 2008). Contrairement à ce à quoi il était possible de s’attendre, l’utilisation d’inhibiteur 
des COX, producteurs de métabolites inflammatoires hautement impliqués dans le 
déclenchement du travail préterme, ne peut inhiber adéquatement le travail préterme, donc 
d’autres avenues de traitement doivent être envisagées. 
 
  22 
 
Figure 4. Métabolisme de l’acide arachidonique 
Figure traduite d’après Corriveau et coll., 2014 qui décrit les 3 voies métaboliques 
principales de l’acide arachidonique soit la voie des LOX, des COX et des CYP450. PLA2, 
Phospholipase A2; LOX, Lipoxygénase; COX, Cyclooxygénase; TxA2, Thromboxane A2; 
PGF2, Prostaglandine F2; mEH/sEH, Époxide hydrolase microsomal et soluble; EETs, 
acide époxyeicosatrienoique; DHET, dérivés di-hydroxyl des EET; 20-HETE, Acide 20-
hydroxyl-eicosatétraenoique; CYP450, Cytochrome P450; AUDA, Acide 12-(3-
adamantan-1-yl-ureido)-dodecanoique; DDMS, N-methylsulfonyl-12,12-
dibromododec-11- enamide(Corriveau et al., 2014). 
 
Les leucotriènes 
Les leucotriènes sont dérivés de l’acide arachidonique par les lipoxygénases soit la 5-LO, la 
12-LO et la 15-LO. Dans mes travaux de maîtrise, nous avons démontré la présence des 
enzymes 5- et 12-LO dans le tissu utérin ce qui corroborait les études réalisées sur la 
détection de l’enzyme au niveau utérin (Brown et al., 1999; Smith et al., 2001; Corriveau et 
al., 2010). Le leucotriène A4 (LTA4) est un métabolite instable obtenu par l’action 
enzymatique de la 5-LO. Le LTA4 pourra alors être converti par la LTA hydrolase en LTB4 
ou par la LTC synthase en cys-leucotriènes soit le LTC4, LTD4 et le LTE4. Les cys-
leucotriènes pourront se lier à leur récepteur. Il a été démontré, au niveau pulmonaire, que 
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les leucotriènes en se liant à leur récepteur de type RCPG peuvent provoquer une 
augmentation de la concentration de calcium intracellulaire (Snetkov et al., 2001; Singh et 
al., 2010). C’est la liaison du ligand avec son récepteur qui active une protéine Gq qui 
active la phospholipase C et permet l’hydrolyse du PIP2 en IP3 et en DAG. Le DAG peut 
aussi permettre l’activation de la PKC qui elle est responsable de la modulation des 
protéines régulatrices de la MLCK. Cette cascade permet donc la contraction des muscles 
lisses (Singh et al., 2010). Par conséquence, le phénomène observé sur le tissu musculaire 
lisse des bronchioles peut être proposé similaire à celui des tissus des muscles lisses utérins. 
Les niveaux circulants de leucotriènes sont augmentés en fin de gestation et leur détection 
est aussi augmentée dans le liquide amniotique (Pasetto et al., 1989; Walsh, 1991). Il 
semble que les leucotriènes soient impliqués dans le déclenchement du travail actif vu leur 
augmentation important en fin de gestation. Plusieurs groupes de recherches ont démontré 
une augmentation de l’activité utérine in vitro ce qui appuie l’hypothèse précédente 
(Carraher et al., 1983; Bryman et al., 1985; Lopez Bernal et al., 1989). Récemment, nous 
avons démontré que les inhibiteurs de LO produisaient un effet relaxant similaire in vitro à 
celle de l’indométacine, le tocolytique de référence (Corriveau et al., 2010). Bien que 
l’efficacité in vitro des inhibiteurs de LO soit comparable à celle de l’indométacine, les 
effets secondaires éventuels chez la femme enceinte et/ou son foetus ne sont pas connus. 
Les inhibiteurs de 5-LO (ex. : Zileuton) sont donc contre-indiqués chez la femme enceinte. 
La voie des LO pourrait être exacerbée dans les cas d’inflammation de la sphère utérine ou 
dans les inflammations systémiques rencontrées régulièrement dans la pratique obstétricale. 
Lors de l’utilisation combinée des inhibiteurs de LO et de COX et donc en inhibant ces 
deux voies procontracturantes, il a été possible de quantifier un effet tocolytique additif in 
vitro sur une activité contractile spontanée (Corriveau et al., 2010).  
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Figure 5. Mode d’action du Montélukast 
Figure adaptée d’après Singh et coll., 2010 expliquant le mode d’action du Montélukast, un 
antagoniste des récepteurs au cystéinyl-leucotriènes de type 1 (cysLTR1). 
 
Il a été démontré, au niveau pulmonaire, que les leucotriènes en se liant à leur récepteur de 
type RCPG peuvent provoquer une augmentation de la concentration de calcium 
intracellulaire (Figure 5) (Singh et al., 2010). Dans l’optique de bloquer l’effet des 
leucotriènes circulant sur le muscle lisse utérin afin de diminuer cette augmentation de 
calcium intracellulaire, il est possible de s’interroger sur les effets bénéfiques potentiels du 
Montélukast. En effet, le Montélukast est un antagoniste spécifique des récepteurs aux cys-
leucotriènes de type 1. Il est sécuritaire chez la femme enceinte, c’est-à-dire qu’aucun effet 
tératogène ni aucune complication périnatale n’a été rapporté (Bakhireva et al., 2007; 
Koren et al., 2010). Ainsi, le phénomène observé sur le tissu musculaire lisse pulmonaire 
pourrait être similaire à celui sur le tissu musculaire lisse utérin. De plus, il faut savoir que 
le Montélukast possède aussi des effets anti-inflammatoires secondaires en plus de son effet 
d’antagoniste. En effet, le Montélukast peut altérer l’activité de la PGFS qui permet la 
conversion de la PGH en PGF2α (Kahnt et al., 2013). La 5-LO est aussi inhibée par le 
Montélukast ou d’autres inhibiteurs spécifiques des cysLTR1 (Ramires et al., 2004). Il peut 
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même jouer directement sur l’inhibition de certaines molécules inflammatoires, impliquées 
dans l’inflammation de la parturition comme NFkB (Maeba et al., 2005; Tintinger et al., 
2010).  
 
Les médiateurs de prorésolution spécialisés  
La résolution de l’inflammation a été décrite comme étant le phénomène permettant l’arrêt 
de l’ensemble des processus inflammatoires aigus ou chroniques afin de favoriser un retour 
stable à la physiologie. Il est donc proposé que la résolution de l’inflammation ne soit pas 
un processus passif, mais bien actif rendu possible par un ensemble de médiateurs 
spécifiques de résolution de l’inflammation. Parmi ces médiateurs de prorésolution 
spécialisés (MPS), les lipoxines, les résolvines et les marésines sont les plus souvent cités 
(Recchiuti et Serhan, 2012). La majorité d’entre eux, comme les résolvines, sont le fruit du 
métabolisme des acides gras polyinsaturés de type oméga-3, et en particulier de l’acide 
eicosapentaénoïque (EPA) et l’acide docosahexaénoïque (DHA). Récemment, la lipoxine 
A4, un composé qui est dérivé de l’acide arachidonique (acides gras polyinsaturés de type 
oméga-6) médié par le métabolisme séquentiel de la voie des lipoxygénases plus 
précisément par la 5-LO et la 15-LO a été décrit comme anti-inflammatoire. La lipoxine A4 
est connue pour se lier à un récepteur de type RCPG soit le ALXR/FPR2. En fait, la LXA4 
joue un rôle anti-inflammatoire en induisant une diminution de l’expression de NFkB. La 
LXA4 pourrait donc induire la résolution de l’inflammation dans la parturition humaine 
(Maldonado-Perez et al., 2011). Son rôle s’exprime principalement par la diminution de 
l’expression des molécules d’adhésion endothéliale et par l’atténuation du recrutement 
lymphocytaire. Ainsi, la LXA4 aurait même un rôle majeur dans l’implantation de 
l’embryon au niveau de l’endomètre (Motohashi et al., 2005; Canny et Lessey, 2013). Plus 
récemment encore, des auteurs ont démontré que les niveaux circulants et placentaires en 
LXA4 sont diminués chez les patientes présentant une pré-éclampsie. Ces résultats 
suggèrent un rôle de ces médiateurs dans la physiopathologie de la pré-éclampsie (Xu et 
al., 2014). Il est important de noter que la pré-éclampsie est un syndrome grave caractérisé 
par une réponse inflammatoire exagérée et une dysfonction endothéliale. Finalement, dans 
une étude utilisant un modèle murin injecté au LPS, la LXA4 diminue la mortalité chez les 
souris prématurées (Rinaldi et al., 2015). 
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Les hydroxy- et époxy-eicosanoïdes 
Ces nouveaux eicosanoïdes ont été peu étudiés au niveau utérin. Plusieurs régiomères 
existent soient les isoformes 8,9-EET, le 11,12-EET, 14,15-EET et le 20-HETE et ils sont 
reconnus pour leurs propriétés hyperpolarisantes, anti-inflammatoires, relaxantes et certains 
serviraient même de modulateur fin de la contraction des cellules des muscles lisses (Benoit 
et al., 2001; Morin et al., 2007a; Morin et al., 2008; Morin et al., 2008; Morin et al., 2009). 
Les époxy- et hydroxy-eicosanoïdes sont respectivement produits à partir de la cytochrome 
P450 époxygénase (CYP450-2J2) et ω-hydroxylase (CYP450 4A). Ces composés anti-
inflammatoires et leurs enzymes sont détectés au niveau de la sphère utérine en période de 
gestation dans un contexte normal (Zhang et al., 2007; Pearson et al., 2009). Les 
métabolites de la CYP450 époxygénase, le 11,12-EET, le 14-15-EET et le 8,9-EET, ont été 
quantifiés dans le liquide amniotique en fin de grossesse dans le ratio suivant : 60 :30 :10, 
respectivement (Maddipati et al., 2014). Lors de ma maîtrise, nous avons corroboré les 
résultats disponibles dans la littérature suite à des analyses d’immunobuvardage de type 
Western. Nous avons détecté l’enzyme dans la fraction myométriale de femmes à terme 
sans travail (Corriveau et al., 2009). Nous avons aussi démontré leurs propriétés 
tocolytiques sur les tissus utérins humains dans un modèle in vitro d’activité contractile 
(Corriveau et al., 2009). Les eicosanoïdes modulent la contraction utérine et plusieurs 
mécanismes expliquant cette modulation ont été proposés, soit par la liaison d’un récepteur 
couplé aux protéines G, par l’activation de canaux ioniques ou soit directement avec les 
BKCa comme cela a été démontré récemment par des groupes de recherche par 
expérimentations électrophysiologiques par la techinique de patchclamp et de reconstitution 
de canaux BKCa dans les bicouches lipidiques planes (Li et Campbell, 1997; Dumoulin et 
al., 1998; Morin et al., 2007a; Morin et al., 2007b). Les isozymes de la CYP450 seraient 
des cibles pharmacologiques intéressantes dans des conditions physiopathologiques. 
Toutefois, les époxy-eicosanoïdes ont un temps de demi-vie très court puisqu’ils seront 
métabolisés en composés biologiquement inactifs, les DHET, par un enzyme ubiquitaire 
l’époxyde hydrolase soluble (sEH) (Senouvo et al., 2011). L’utilisation d’inhibiteurs de 
sEH (comme l’AUDA, le t-TUCB) potentialise l’effet de l’indométacine par 
l’augmentation de la biodisponibilité des eicosanoïdes, un tocolytique de référence en 
produisant un effet synergique in vitro (Senouvo et al., 2011). 
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Cette dégradation peut être inhibée par différentes molécules afin d’augmenter la 
biodisponibilité et ainsi pallier à la problématique de la courte demi-vie. Nous avons 
récemment démontré que l’inhibition de la sEH dans un modèle in vitro humain ou animal 
avec ou sans statut inflammatoire permet de démontrer un effet tocolytique (Girard et al., 
2007; Corriveau et al., 2009; Corriveau et al., 2014). Nous avons aussi démontré que 
l’inhibition concomitante de la COX et la sEH, enzyme de dégradation des EET, 
permettaient d’obtenir un effet tocolytique synergique (Corriveau et al., 2011). Cet effet a 
été en partie expliqué par un effet de « shunt » métabolique de la cascade de l’acide 
arachidonique correspondant au déplacement de l’équilibre vers la voie des CYP450 
époxygénase donc des eicosanoïdes (Liu et al., 2010). Nous avons aussi testé l’effet de la 
combinaison  de l’inhibiteur de la sEH (AUDA) et de l’inhibiteur de la production de 20-
HETE (DDMS). Un effet additif a été quantifié. Lors de l’inhibition de la voie des CYP450 
ω-hydroxylase (DDMS) et de l’inhibition de COX (Indométhacine) un effet additif a aussi 
été quantifié renforçant la possibilité d’un « Shunt » métabolique vers la production des 
EETs (Liu et al., 2010). Les EETs représentent donc une nouvelle voie de signalisation de 
l’acide arachidonique pour l’utérus de femme à la fin de la grossesse. 
 
En somme, des processus inflammatoires sont présents en fin de grossesse et les cytokines 
ainsi produites jouent un rôle clé dans la modulation de la contractilité myométriale que ce 
soit dans un contexte physiologique ou physiopathologique. La prématurité spontanée en 
est un exemple puisqu’elle est associée à l’inflammation dans 60 % des cas. Ces processus 
inflammatoires augmentent les niveaux de calcium intracellulaire et la contractilité 
myométriale par différents mécanismes dont l’augmentation des niveaux d’expression de 
protéines associées à la contraction comme la COX-2 et le couplage pharmaco-mécanique 
avec la production des prostanoïdes. Les stratégies pour prendre en charge la menace de 
travail prématuré sont dans une impasse probablement en raison de leur unique cible, 
l’inhibition de la contraction utérine. Nous proposons une nouvelle stratégie qui bloque 
l’action des médiateurs lipidiques inflammatoires dérivées de l’acide arachidonique. 
L’acide arachidonique peut être métabolisé par trois voies principales soit la voie des COX, 
des LO pour produire majoritairement des agents utérotoniques ou soit par la voie des 
CYP450 pour produire des agents plutôt utérorelaxants. Sachant que l’inhibition de la 5-LO 
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induit des effets tocolytiques et que les antagonistes spécifiques du récepteur aux cys-LTs 
type 1 sont sécuritaires chez la femme enceinte, nous testerons le Montélukast seul ou 
combiné à la nifédipine pour inhiber la contractilité myométriale in vitro associée ou non à 
la présence d’un statut inflammatoire. 
 
Les hormones thyroïdiennes comme modulateur de l’activité contractile utérine  
Les hormones thyroïdiennes  
La régulation des hormones thyroïdiennes 
Les hormones thyroïdiennes jouent un rôle majeur chez l’être humain. La triiodothyronine 
(T3) et la thyroxine (T4) sont sécrétées par la glande thyroïde à la suite d’une stimulation de 
la « thyroid stimulating hormone » (TSH) sécrétée par l’hypophyse. La TSH est régulée par 
la « thyroid releasing hormone » (TRH) qui est sécrétée par le noyau paraventriculaire de 
l’hypothalamus et atteint l’hypophyse par la veine porte hypothalamique. Une liaison au 
récepteur de la TRH permet de stimuler la sécrétion de TSH (thyrotropine) qui stimulera la 
production et la relâche d’hormones thyroïdiennes, la T3 et la T4. Un rétrocontrôle négatif 
de la T3 et la T4 au niveau de l’hypophyse (court) et/ou de l’hypothalamus assure la 
régulation de la sécrétion hormonale (Klee et Hay, 1997). L’axe hypothalamo-
hypophysaire-thyroïdien permet donc une régulation fine (Figure 6). Les hormones 
thyroïdiennes seront transportées dans le sang principalement par la « thyroid binding 
globulin » (TBG), une protéine d’environ 53-64 kDa (Cody, 1980). 
 
Métabolisme des hormones thyroïdiennes et récepteurs 
Pour la production et la sécrétion de T3 et de T4, le captage actif d’iodure des cellules 
folliculaires des tissus périphérique est nécessaire. Un « pool » d’iode provenant du 
stockage des tissus ou principalement d’origine alimentaire sera utilisé. L’oxydation 
permettra d’obtenir une forme active de l’iode dans le colloïde pour se lier avec la tyrosine 
de la thyroglobuline par des phénomènes d’iodination et de conjugaison. Il y aura ainsi la 
formation de DIT et MIT. L’union des tyrosines iodées permettra la formation de la T3 et 
de la T4. Puis, il y aura endocytose de la thyroglobuline, protéolyse et association de la 
vésicule avec un lysosome des cellules folliculaires. Après la fusion du lysosome avec la 
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membrane plasmique, la T3 et T4 seront sécrétées dans la circulation sanguine vers les 
tissus périphériques (Abbott, 2012). La T4 pourra être métabolisée par la déiodinase (DIO) 
de type 1 ou de type 2 pour être transformée en T3 (forme active; Figure 6) ou être 
métabolisée par la déiodinase de type 3 qui permet l’inactivation de la T3 et de la T4 pour 
donner la rT3 (forme inactive). Il existe d’autres voies de métabolisme au niveau hépatique 
quoique mineur tel que la glucoronidation, la sulfonation, la déamination et la 
décarboxylation (Abbott, 2012). 
 
  
Figure 6. Régulation de la T4 et de la T3 
Figure adaptée d’après (Fauci et al., 2008) schématisant le métabolisme et la rétroinhibition 
des hormones thyroïdiennes. 
 
L’action des hormones thyroïdiennes peut être d’ordre génomique. Par des transporteurs, 
les hormones thyroïdiennes peuvent activer des récepteurs nucléaires. Il existe deux types 
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de récepteurs aux hormones thyroïdiennes soit les TRα et les TRβ qui possèdent quelques 
sous-types (Evans, 1988). Ces récepteurs peuvent s’hétérodimériser avec les récepteurs 
nucléaires RXR pour permettre l’expression de différents gènes. Ces récepteurs ont été 
détectés au niveau de l’utérus chez l’animal (Evans et al., 1983). L’action des hormones 
thyroïdiennes peut aussi engendrer un effet non-génomique. Par exemple, les hormones 
thyroïdiennes jouent sur l’intégrine αvβ3 pour activer la voie signalisation de MAPK (ERK 
1/2) pour favoriser la prolifération cellulaire,l’expression de cytokines ou des facteurs de 
croissance (Tang et al., 2004; Lin et al., 2008). Elles peuvent aussi agir directement dans le 
cytoplasme sur une forme tronquée du récepteur des hormones thyroïdiennes et avoir un 
effet sur l’actine. Finalement, elles peuvent activer des pompes comme la Na+ /K+ATPase 
ou la Ca
2+
-ATPase (Galo et al., 1981). Ces pompes sont impliquées dans les mécanismes 
d’oscillation membranaire responsables de la dépolarisation des cellules musculaires lisses 
utérines (Berridge, 2008). 
 
Statut thyroïdien en grossesse 
Plusieurs changements hormonaux surviennent pendant la grossesse. Plus particulièrement, 
une augmentation de la thyroid binding globulin (TBG), une protéine de transport, est 
observée au premier trimestre. L’activation des récepteurs nucléaires aux oestrogènes en 
sont responsables de même que de l’augmentation de la corticosteroid binding globulin 
(CBG) et de la sex hormon binding protein (SHBG) (Burrow et al., 1994). De plus, la 
sécrétion de glucocorticoïdes durant la grossesse engendre aussi l’augmentation de la TBG 
et une diminution de la sécrétion de TSH par l’hypophyse. L’hormone chorionique 
gonadotrope (hCG) sécrétée dès le début de la grossesse par le blastocyte entraine 
l’augmentation de la forme libre de la T4 (Alexander et al., 2004). Cette augmentation est 
possible puisque l’hCG et la TSH comportent une sous-unité α similaire qui leur permet 
d’avoir le même effet sur le récepteur à la TSH. En fait, le premier trimestre est 
accompagnée d’une hyperthyroïdie soit une augmentation notable de la concentration 
circulante de T3 et de la T4 dans les premières semaines d’aménorrhée (4 - 6 SA). Cette 
augmentation se chiffre à 20-40% et elle est essentielle pour pallier à la demande fœtale en 
T4 requise pour le développement neurologique lors des premières semaines de gestation. 
Après le premier trimestre, la concentration de hCG diminue permettant ainsi une 
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stabilisation des niveaux de T4. Notons que le fœtus ne possède pas la capacité de 
production et de régulation des hormones thyroïdiennes avant la 10e semaine de gestation 
(10 SA). 
Les effets des hormones thyroïdiennes sur les canaux ioniques et la contractilité 
Les canaux ioniques sont responsables de l’initiation, de l’amplitude, de la durée des 
potentiels d’action et donc des contractions phasiques (Parkington et al., 2014). Comme 
mentionné précédemment, les canaux calciques de type L (SOC) contrôlent l’entrée du 
Ca
2+
 permettant le couplage excitation-contraction. D’une part, ils permettent l’entrée de 
calcium pour la formation du complexe calcium-calmoduline, mais aussi activent la relâche 
de calcium du réticulum sarcoplasmique pour augmenter les niveaux de calcium 
intracellulaire et amplifier le processus. Des auteurs ont démontré que les hormones 
thyroïdiennes peuvent augmenter l’expression en ARNm des ICa de type L, mais aussi la 
densité du courant sous-jacent dans des cardiomyocytes (Yu et al., 2012). Les hormones 
thyroïdiennes sont aussi capables de moduler la sous-unité α des canaux potassiques hERG 
(KCNH2). Ces canaux sont essentiels dans le travail actif, mais impliqué dans la 
quiescence, car la sous-unité α a pour effet de maintenir la quiescence utérine et de 
diminuer la durée du plateau des potentiels d’action utérins (Parkington et al., 2014). La 
liaison de la T3 à son récepteur nucléaire TR permet de stimuler directement l’expression de 
KCNH2 (Storey et al., 2006). 
 
Les désordres thyroïdiens et leurs effets in vivo 
Selon Caldwell, l’hypothyroïdie est une affection thyroïdienne définie par des niveaux de 
TSH augmentés et des niveaux de T4 libre diminués (Caldwell et al., 1985). Au Canada, 3 à 
5 % des femmes enceintes sont touchées par l’hypothyroïdie. L’hypothyroïdie accroît le 
taux de complications obstétricales d’avortement spontané, de pré-éclampsie, de mortalité 
fœtale et d’accouchement prématuré. Cette pathologie amène aussi des complications 
fœtales majeures rendant nécessaires la thérapie de remplacement par l’utilisation de la 
levothyroxine. Parmi les complications fœtales sévères de l’hypothyroïdie, on note petit 
poids de naissance, un retard du développement neurologique et moteur et même une 
diminution du quotient intellectuel. En 2007, la levothyroxine sodique (Synthroid®) faisait 
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partie des médicaments les plus prescrits dans la population générale au Royaume-Uni 
(Mitchell et al., 2009). À l’inverse, l’hyperthyroïdie est un désordre thyroïdien caractérisé 
par une TSH diminuée et des niveaux de T4 libre augmentés avec ou sans autoanticorps 
contre la thyroïde. L’hyperthyroïdie touche de 0.1 à 0.4 % des grossesses et est caractérisée 
par des niveaux augmentés de T4. L’hyperthyroïdie est aussi un facteur de risque des 
complications périnatales majeures soit la pré-éclampsie, la prématurité, les retards de la 
croissance utérine, les décollements placentaires et les bébés morts-nés sont des cas 
rapportés dans la littérature (Earl et al., 2010). 
 
Des études rétrospectives cliniques démontrent plusieurs complications périnatales aux 
désordres thyroïdiens qui peuvent être traitées par l’administration compensatoire de T4. 
Toutefois, l’issue obstétricale du devenir de l’accouchement ne peut pas être rétablie avec 
l’utilisation de ce traitement. En effet, selon une étude réalisée en Israël, entre 1998 et 
2002, sur plus de 139 000 femmes présentant une hypothyroïdie et traitées à la T4, une 
diminution significative du risque de complications périnatales a été observée. Toutefois, 
les taux de césarienne demeuraient supérieurs aux patientes du groupe contrôle 
euthyroïdienne et n’ont pu être rétablis par l’administration de T4 (taux de césarienne de 
20,1 % hypothyroïdie vs 11,5 % contrôle; p < 0,001) (Matalon et al., 2006). Aucune 
mesure de la TSH ou de la T4 libre n’a été rapportée par ces auteurs bien qu’ils mentionnent 
des analyses de la fonction thyroïdienne. De plus, il a été établit que l’augmentation de 
protéines de transport (ex. : TBG) nuit à l’interprétation des données obtenues des dosages 
des hormones thyroïdiennes totales (T3 et T4) (Burrow et al., 1994). En 2006, un autre 
groupe de recherche appuie ces données par l’étude rétrospective de 633 femmes enceintes 
indiennes et ils arrivent à des conclusions similaires à celles de Matalon et coll. (52,3 % 
hypothyroïdie vs 36,6 % contrôle; p < 0.05). Dans cette étude, le groupe en hyperthyroïdie 
présentait un taux de césarienne anormalement élevé de 66 % (Sahu et al., 2010). 
Toutefois, aucune précision n’est apportée quant à l’indication de césarienne ou les 
anomalies de contractilité pouvant expliquer, en partie, ces taux de césariennes augmentés 
lors de dysfonctions thyroïdiennes. Sachant que des anomalies de contractilité utérine 
peuvent conduire à une augmentation du risque de césarienne, des questionnements sont 
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donc soulevés à savoir quel est l’effet des hormones thyroïdiennes sur la contractilité 
utérine en fin de grossesse. 
 
Les effets des désordres thyroïdiens sur la contractilité in vitro 
Des études animales sur des modèles murins ont exploré les dysfonctions thyroïdiennes et 
l’impact de ceux-ci sur la contractilité myométriale. Il a été démontré que l’hypothyroïdie 
non traitée provoquait un changement dans la contractilité myométriale et entraînait une 
diminution de la réactivité utérine à certains agents pharmacologiques comme la 
Nifédipine, un bloqueur de canaux calciques de type L (Parija et al., 2001; Parija et al., 
2006). Ils ont aussi démontré que l’hypothyroïdie engendrée par l’inhibition de la thyroïde 
peroxidase, le méthimazole, diminue l’amplitude et augmente la fréquence des contractions 
utérines dans un modèle in vitro de rates non-gestantes. La sensibilité à la Nifédipine était 
aussi diminuée dans ce même modèle (Parija et al., 2001). Dans un modèle canin in vivo, 
en condition d’hypothyroïdie induite par l’administration d’iode radioactif, une diminution 
de l’intensité des contractions utérines en travail est observée en plus d’une prolongation de 
la durée du travail actif et du temps de gestation (Panciera et al., 2007). Inversement, 
d’autres auteurs ont démontré que la réactivité utérine à l’acétylcholine, l’ocytocine et le 
calcium était augmentée en condition d’hypothyroïdie (Medeiros et Calixto, 1989).  
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Hypothèse/problématique 1 
D’un point de vue clinique, une stratégie est nécessaire pour optimiser la prise en charge 
des patientes présentant une menace de travail préterme. Sachant que l’inflammation est un 
facteur clé, notre hypothèse de recherche est que la résolution de l’inflammation couplée à 
l’inhibition de la contractilité utérine permettra d’estomper les contractions avant terme. Le 
Montélukast sera proposé comme tocolytique dès l’apparition des premières contractions 
pendant laquelle nous pensons pouvoir avoir une fenêtre d’opportunité thérapeutique pour 
enrayer la cause de ce travail préterme en bloquant ou en inhibant la composante 
inflammatoire associée.  
Notre hypothèse de recherche est que le blocage sélectif des récepteurs au cysLTR1 permet 
de réduire l’inflammation tissulaire et la sensibilité utérine aux variations de [Ca2+] afin de 
maintenir une quiescence utérine (en vue d’un traitement de fond). 
 
Figure 7. Influence de l’inflammation sur le déclenchement du travail préterme. 
À l’heure actuelle, les stratégies thérapeutiques ciblent la phase de travail actif alors qu’une 
préparation prématurée est déjà en place augmentant la réactivité utérine. Nous proposons 
donc une fenêtre d’opportunité thérapeutique lors de l’apparition des premières crises de 
contractions utérines pour agir à la source. 
 
But et objectifs spécifiques du projet (partie 1) 
Comme il a été mentionné préalablement, les dérivés de l’acide arachidonique produisent 
en partie des métabolites pro-inflammatoires ayant un effet inotrope positive qui stimule les 
contractions utérines et ce qui conduit au travail préterme. L’utilisation du Montélukast, un 
antagoniste spécifique des CysLTR1, permettrait de diminuer la contractilité utérine, de 
promouvoir la quiescence utérine et de prolonger la grossesse. Pour vérifier cette habileté 
du Montélukast, plusieurs questions inhérentes à l’hypothèse peuvent être posées soit : est-
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ce que le Montélukast réduit la contractilité utérine, est-ce que le Montélukast réduit le 
syndrome inflammatoire maternelle et est-ce qu’il prolonge la durée de gestation ? Le 
Montélukast sera d’abord testé dans un modèle humain de contractilité myométriale in vitro 
en condition basale, puis dans un modèle inflammatoire mimant le syndrome inflammatoire 
maternel caractéristique de la prématurité spontanée et finalement dans un modèle humain 
de contractilité utérine en condition de prématurité spontanée. 
 
Objectif #1 
Quantifier l’effet du Montélukast, un antagoniste des récepteurs aux CysLTR1, in vitro sur 
l’activité myométriale humaine (A) en condition basale ou (B) en présence de médiateurs 
lipidiques inflammatoires (LTD4) ou (C) combinés avec la Nifédipine, le traitement de 
référence. 
 
Objectif #2 
Démontrer l’effet du Montélukast anténatal sur : (A) l’activité contractile in vitro (B) 
démasquer les variations d’expression des marqueurs inflammatoires et éventuellement (C) 
la prolongation de la grossesse dans un modèle animal d’inflammation.  
 
Objectif #3 
Dans l’optique de résoudre l’inflammation, explorer les caractéristiques de la réactivité 
utérine in vitro avant terme et tester les médiateurs de prorésolution spécialisés (MPS) dans 
un modèle de mise en culture tissulaire en condition inflammatoire. 
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Hypothèse/problématique 2 
Nous avons observé que dans les cas de désordres thyroïdiens des taux de césarienne plus 
élevés sont retrouvés ce qui pourrait être expliqué par des anomalies de contractilité utérine. 
Puisque les hormones thyroïdiennes affecte la contractilité myométriale et les canaux 
ioniques. Notre hypothèse propose qu’une augmentation de la conductance calcique et 
diminution des conductances potassiques surviennent lors de la fin de grossesse altérant le 
patron d’activité contractile utérine ce qui serait due à l’administration de levothyroxine 
(T4). 
 
 
Figure 8. Influence des hormones thyroïdiennes sur les contractions utérines  
Le schéma conceptuel suggère que lors d’un apport d’hormones thyroïdiennes exogènes 
celles-ci influencent l’expresion de certaines proteines,  impliquées dans la regulation de la 
contractilité utérine lors du travail actif et que ces anomalies du patron de contractions 
utérines peuvent conduire à la césarienne avec les risques associés autant pour le fœtus que 
pour la mère. Dans cette hypothèse, la césarienne surviendrait néanmoins au terme de la 
grossesse soit entre 37 et 40 semaines de gestations. 
 
But et objectifs spécifiques du projet (partie 2) 
Comme il a été mentionné préalablement, les désordres thyroïdiens engendrent des 
complications majeures et la thyroxine, T4, pourrait modifier la régulation de la contractilité 
utérine ce qui conduirait à un taux de césarienne supérieur. Toutefois, aucune étude ne s’est 
intéressée à l’effet des hormones thyroïdiennes sur l’activité contractile utérine. Le but de 
cette étude est d’évaluer les conséquences physiologiques des hormones thyroïdiennes, T3 
et T4, sur la contractilité myométriale afin d’expliquer, en partie, les taux de césariennes 
élevés chez ces femmes.  
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Objectif #1 
Comparer les conséquences fonctionnelles du traitement à la Levothyroxine (T4) durant la 
grossesse sur l’activité contractile utérine spontanée in vitro dans un modèle humain de 
biopsies utérines présentant ou non une hypothyroïdie et explorer l’implication des canaux 
potassiques.  
 
Objectif #2 
Déterminer si les modifications du patron de contraction utérine sont dues à l’hypothyroïdie 
sous-jacente ou l’administration de T4 dans un modèle de rates non-gestantes. 
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ARTICLE 1 
Leukotriene receptor antagonist as a novel tocolytic in an in vitro model of human 
uterine contractility 
 
Auteurs de l’article : Stéphanie Corriveau, Éric Rousseau, Simon Blouin, Jean-Charles 
Pasquier 
 
Statut de l’article : Article publié dans « European Journal of Obstetrics & Gynecology 
and Reproductive Biology » en 2014. 
 
Avant-propos : Ce projet avait pour but d’explorer les propriétés tocolytiques du 
Montélukast dans un modèle in vitro humain en condition basale. L’élaboration de cette 
étude est justifiée par la nécessité d’une approche qui pourrait diminuer les contractions 
utérines et l’inflammation associée au travail préterme. Cette stratégie permet donc de 
cibler une voie alternative aux COX. Les résultats issus sont le produit d’expérimentations 
à partir de biopsies utérines de femmes enceintes bénéficiant d’une césarienne 
prophylactique à terme sans travail actif. Le recrutement des patientes, les 
expérimentations, les analyses et la dissémination des résultats de recherche ont été réalisés 
par Mme Stéphanie Corriveau. L’écriture du protocole, la révision de l’article ont été 
réalisées par Dr Jean-Charles Pasquier, investigateur principal, et par Dr Éric Rousseau et 
M. Simon Blouin, co-investigateurs. Les prélèvements de biopsies utérines ont été rendus 
possibles grâce à la collaboration avec les obstétriciens-gynécologues du Centre Hospitalier 
Universitaire de Sherbrooke (CHUS). 
 
Résumé : Cet article a pour but d’analyser la capacité du Montélukast, un antagoniste des 
récepteurs au cys-leucotriènes, à produire un effet tocolytique seul ou en combinaison avec 
la Nifédipine, un bloqueur de canaux calciques utilisé actuellement en clinique. Des 
biopsies utérines ont été prélevées sur des femmes consentantes subissant une césarienne à 
terme (N=20). Les fractions microsomales ont été analysées par immunobuvardage de type 
Western pour détecter le récepteur aux cys-leucotriènes de type 1 (CysLTR1). Des mesures 
de tensions isométriques ont été réalisées in vitro sur des bandelettes de myomètre (n=120) 
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pour établir une courbe concentration-réponse au Montélukast et mesurer les changements 
de sensibilité au Ca
2+
 sur les tissus perméabilisés à la β-escine. Une augmentation 
significative de l’aire sous la courbe (AUC) a été quantifiée à la suite de l’ajout d’un des 
métabolites des LOX, le leucotriène D4 (0,1 à 0,3 µM; p < 0,05). L’ajout de Montélukast 
produit un effet tocolytique en diminuant l’AUC et la fréquence (IC50 = 1 μM) et cet effet 
est additif à celui de la Nifédipine (p = 0.004). De plus, un prétraitement au Montélukast 
réduit la sensibilité au calcium comparativement aux tissus contrôles (EC50 de 654 et 403 
nM; p = 0.02 pour une pCa 6). En somme, le Montélukast en association avec la Nifédipine 
pourrait représenter un traitement complémentaire afin de réduire l’inflammation associée à 
la prématurité et faciliter l’inhibition du travail préterme.  
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ABSTRACT 
Objective: This study analyzed the ability of montelukast, a cysteinyl-leukotrienes receptor 
antagonist and anti-inflammatory agent, to produce a consistent tocolytic effect alone or in 
combination with nifedipine, a Ca
2+ 
channel blocker currently used in clinical practice. 
Study design: Uterine biopsies were obtained from consenting women undergoing elective 
C-sections at term (N = 20). Myometrial microsomal fractions were analyzed by 
immunoblotting to quantify relative cysteinyl leukotrienes receptor 1 (CysLTR1) levels. 
Isometric tension measurements were performed in vitro on human myometrial strips (n = 
120) in isolated organ baths in order to establish concentration-response curves to 
montelukast and to quantify changes in Ca
2+
 sensitivity on β-escin permeabilized tissues.  
Results: Immunodetection analysis revealed the presence of CysLTR1 receptor in uterine 
tissues, fetal membranes and placenta. A significant increase in area under the curve (AUC) 
was quantified following the addition of leukotriene D4 (LTD4) (0.01-0.3 μM), an end-
product of the lipoxygenase pathway. Conversely, addition of montelukast produced a 
significant tocolytic effect by decreasing the frequency and AUC (IC50 = 1 μM). Moreover, 
addition of montelukast also resulted in a reduced Ca
2+
 sensitivity as compared to control 
tissues (EC50 values of 654 and 403 nM; p = 0.02 at pCa 6), while an additive effect was 
observed in combination with 0.1 nM nifedipine (p = 0.004). 
Conclusion: This original study demonstrates the potency of montelukast as a tocolytic 
agent in an in vitro human uterine model. Montelukast, in combination with nifedipine, 
could represent a therapeutic approach to reduce inflammation associated with prematurity 
while facilitating the inhibition of preterm labor. 
 
Keywords: 5-LO, leukotrienes, montelukast, tocolytic, uterine contractile activity. 
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INTRODUCTION 
Preterm birth is a major public health problem and currently remains the leading cause of 
perinatal deaths in developed countries despite sustained research efforts in the last 20 
years
1
. Recent studies related to prematurity all agree to say that a new therapeutic 
approach is needed. For instance, tocolysis maintenance for more than 48 hours has failed 
to display any beneficial effects on either perinatal morbidity or mortality
2
. The exact 
mechanisms underlying preterm labor are still poorly understood. However, the presence of 
an inflammatory condition is a likely risk factor
1,3
, and is thus rapidly becoming a logical 
pharmacological target. The arachidonic acid metabolic pathway allows the production of 
various inflammatory lipids mediators that are likely involved in the control of uterine 
contraction and relaxation
4
. Indeed, prostaglandins, synthesized by cyclooxygenase (COX) 
from free arachidonic acid precursor are known to initiate labor and to increase in vitro 
uterine contractility
5,6
. Moreover, among tocolytic agents, the inhibition of prostaglandin 
production by indomethacin (a non-selective COX inhibitor) remains the most efficient but 
leads to major fetal secondary effects, both hemodynamic and renal
7,8
. Two alternative 
arachidonic acid metabolic pathways known to be involved in the modulation of uterine 
contractions are the cytochrome P450 (CYP450) pathway, producing relaxing mediators
4
, 
and the lipoxygenase (5-LO) pathway producing leukotrienes (LTs). 
Cysteinyl leukotrienes (LTC4, LTD4 and LTE4) are synthesized stepwise by 5-lipoxygenase 
(5-LO) from the arachidonic acid metabolic pathway via an unstable intermediate 
metabolite, the leukotrienes A4 (LTA4)
9
. These metabolites are major inflammatory 
mediators in smooth muscle such as vascular and bronchial walls
9
. Leukotrienes may also 
be involved in the onset of labor given that leukotriene plasma levels increase at the end of 
pregnancy and at the beginning of labor
10-12
. Since LTC4 was found to increase uterine 
contractility in an in vitro model
13-15
, it has been proposed that LO inhibitors may display 
tocolytic effects. In a previous study, we explored the inhibition of an alternative 
arachidonic acid pathway: the lipoxygenase (LO) pathway. The inhibition of 5- and 12-LO 
was found to block leukotriene production resulting in a tocolytic effect and therefore of 
potential interest as pharmacological agents in the treatment of preterm labor
16
. More 
specifically, results showed that both 5- and 12-LO were present in subcellular fractions 
and that specific inhibition of these isoforms resulted in a decrease in the area under the 
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curve with a major effect observed on mean amplitude of uterine phasic contractions. 5-LO 
metabolites (such as LTD4) are natural ligands for cysteinyl leukotriene receptor 1 
(CysLTR1). The actions of these inflammatory metabolites are mediated by activation of 
the corresponding receptor which is known to produce a positive inotropic effect
9
. The 
inhibition of this signaling pathway by montelukast, a highly selective antagonist of 
CysLTR1, is currently used as a second line treatment for asthma since it can reduce 
inflammatory responses and result in the inhibition of contractile responses. The use of 
montelukast is safe during pregnancy
17,18
 which suggests that this specific CysLTR1 
antagonist may be of pharmacological interest in this particular instance. To date, no study 
has validated the effect of montelukast on uterine contractility in vitro. 
The presence of CysLT receptor (type 1) in uterine tissues was detected prior to assess the 
functional effects of montelukast and nifedipine on spontaneous myometrial contractile 
activities in vitro. This study therefore analyzes the tocolytic effect of montelukast to 
produce a significant tocolytic effect on spontaneous in vitro uterine contractions, either 
alone or in combination with nifedipine, a Ca
2+
 channel blocker currently used in clinical 
practice. The effect of montelukast after LTD4 treatment, mimicking partial inflammatory 
conditions, was also quantified.  
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MATERIALS AND METHODS 
Subjects and sample collection. All biopsy specimens were obtained from patients admitted 
for an elective C-section. The study was approved by our institutional Ethics Committee for 
research on human subjects (project # 09-040; ClinicalTrials.gov Identifier: 
NCT00939744) and all volunteers gave written informed consent. The inclusion criteria 
were (1) a gestational age between 37
0/7
 and 40
0/7
 weeks of gestation, (2) a singleton 
gestation, (3) no labor and (4) a signed informed consent. Exclusion criteria included (1) a 
history of preterm labor, (2) the use of pharmacological agents to induce labor and/or 
montelukast during pregnancy, (3) the presence of infections (chorioamnionitis, HIV, 
genital herpes, hepatitis B and C) or (4) vaginal bleeding after the third trimester. Medical 
data were obtained from the patients' medical files. During the C-section, immediately after 
delivery of the baby, all myometrium biopsies were excised from the upper lip of the lower 
uterine segment incision in the midline as previously described
4
. Placental biopsies (1 cm
3
) 
from the maternal side were obtained immediately after removal and the membranes 
excised free of placenta in a systematic manner by the same investigator. Once collected, 
all tissue biopsies were placed in Krebs-Heinseleit physiological salt solution (Krebs) of the 
following composition (mmol/l): 4.7 potassium chloride, 118 sodium chloride, 1.2 
magnesium sulfate, 2.5 calcium chloride, 1.2 potassium phosphate, 25 sodium bicarbonate 
and 11.1 glucose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at pH 7.4. Tissues were stored at 4°C and 
used within 8 hours of collection or rapidly rinsed in DMEM-F12 + 10% glycerol before 
snap freezing in liquid nitrogen and subsequently stored at -80
o
C until analysis. 
 
Western blot analysis. Subcellular fractions (cytosolic and microsomal) were prepared from 
myometrium, fetal membranes and placenta, and separated on SDS PAGE as previously 
described
4
. For Western blot analyses, membranes were blocked for 2 hours with 5% non-
fat dry milk in Tris-buffered saline with 0.1% Tween at room temperature. Blots were 
incubated overnight at 4
 o
C with rabbit antiserum raised against CysLTR1 receptor (Assay 
Biotech, CA, USA). After washing, the membranes were incubated in a solution containing 
peroxidase-conjugated donkey anti-rabbit IgG antiserum (Amersham, QC, Can). An 
enhanced chemiluminescence kit (Roche, QC, Can) was used to detect protein labeling. 
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Immunostainings were digitized and analyzed with Lab-Image software (Kaplan GmbH, 
Germany). 
 
Isolated organ bath experiments. Longitudinal myometrial strips (measuring approximately 
2 × 2 × 10 mm) were dissected, cleansed of serosa, fibrous tissue and blood vessels, and 
mounted for isometric recordings under 2 g of resting tension in an organ bath system as 
previously described
4
. The tissue baths contained 7 ml of Krebs solution maintained at 
37°C, pH 7.4, and were continuously gassed with a mixture of 95 % oxygen / 5 % carbon 
dioxide. Myometrial strips were allowed to equilibrate for at least 2 hours, after which a 30-
min period was allotted to achieve spontaneous phasic contractions. Each strip was 
compared to vehicle control. Passive and active tensions were assessed using transducer 
systems (Radnoti Glass Tech., Monrovia, CA) coupled to Polyview software (Grass-Astro-
Med Inc, West Warwick, RI) for facilitating data acquisition and analysis. 
 
β-Escin permeabilization and Ca2+ sensitivity of the myometrial contraction machinery. 
Ca
2+
 sensitivity was measured exactly as previously reported
19
. Tension developed by 
permeabilized myometrial strips was measured in activating solutions containing 10 mM 
EGTA and step increases of CaCl2 to yield the desired free Ca
2+
 concentration. 
 
Drugs and chemical reagents. Montelukast, LTD4 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and 
nifedipine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) were dissolved in 100 % ethanol (EtOH) and 
stored as 1 and 10 mM stock solutions, respectively. Final bath concentration of EtOH 
never exceeded 0.1%. Exogenous inhibitors were added separately to the tissue bath or in a 
cumulative manner at increasing concentrations (10 nM to 10 µM) in 30-min intervals.  
Fresh Krebs solution was prepared daily. 
 
Data analysis and statistics. The effect of pharmacological agents and respective controls 
were assessed by calculation of the amplitude or area under the curve (AUC) for each 30-
min interval. Values were normalized as a percentage of the AUC obtained in the 30-min 
basal activity period and were corrected for the reduction in contractile activity observed 
with the vehicle control using Sigma Plot 11.0 (SPSS-Science, Chicago, IL). Data were not 
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normally distributed and were therefore analyzed with nonparametric tests. The Wilcoxon 
signed rank test was used for paired results and the Mann-Whitney test for unpaired results. 
Differences were considered significant when p < 0.05.  
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RESULTS 
Study population. Demographic characteristics of all patients who participated in the study 
are summarized in Table 1. The study group was comprised of 20 healthy Caucasian 
pregnant women with a mean age of 28.9 years (range 19 to 40). Participants underwent 
cesarean delivery between 37
+0
 and 40
+0
 weeks of gestation with a mean BMI 
(prepregnancy) of 26.5 (range 18 to 35). Indications for a cesarean section are described in 
Table 1. 
 
TABLE 1. Demographic data of the 20 subjects included in the study 
Variable Parameters 
Values 
n (%) 
Maternal age, y Mean ± SE 28.9 ± 4.0 
Gestational age, SA Mean ± SE 39
+0
 ± 1
+0
 
Ethnicity Caucasian 20 (100) 
Parity Nulliparous 4 (20) 
 Multiparous 16 (80) 
BMI, kg/m
2
   
 < 20 5 (25) 
 20 - 25 8 (40) 
 > 25 7 (35) 
Smoking  3 (15) 
Indications for C-section   
 Breech presentation 8 (40) 
 Previous C-section 11 (55) 
 
Previous long and 
difficult delivery 
1 (5) 
BMI, Body mass index; prepregnacy 
 
Immunodetection of CysLTR1 in uterine tissues. Western blots were performed to detect the 
presence of CysLTR1 in uterine tissues using a specific primary antibody, with standard 
molecular weight proteins as negative control (data not shown). An immunoreactive band 
was consistently detected at 38 kDa in all tested microsomal fractions (Figure 1A) and was 
slightly increased in fetal membranes. Figure 1B reveals that the CysLTR1 receptor was 
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mainly detected in fetal membranes compared to relative detection levels in both 
myometrial and placental microsomal fractions (p < .05; n=5). 
 
 
Figure 1. Detection of cysteinyl leukotriene receptor (CysLTR1) in uterus, fetal 
membranes and placenta obtained from pregnant women following elective C-section 
at term. A) Microsomal fractions from myometrium, fetal membranes (F. membranes) and 
placenta were probed with specific antibodies against CysLTR1 and β-actin (42 kDa). An 
immunoreactive band at 38 kDa was detected in all tested tissues. B) Relative 
quantification of CysLTR1 expression in the microsomal fractions (CysLTR1/ β-actin 
density ratios). Bar histograms represent the mean ± SEM (n=5). *p < 0.05 
 
Effect of montelukast, a CysLTR1 receptor antagonist, on contractile activity. Control 
recordings revealed rhythmic activities with a frequency of 9 contractions per hour and 
contractile amplitudes of up to 2 g. No significant inhibitory effect was observed when 
comparing the area under the curve (AUC) after a 4 hours time control (p = 1.00; data not 
shown) and the addition of 0.3 % ethanol (p = 0.31; Figure 2A). 
 
Figure 2B and C displays a typical recording of myometrial strip contractile activity during 
the basal activity period, upon addition of 0.1 to 1 nM nifedipine (a L-type calcium channel 
blocker), and 0.1 to 1 µM montelukast (a specific antagonist of CysLTR1) at 30-min 
intervals. Both pharmacological agents displayed tocolytic effect as quantified by the 
cumulative concentration-response curves (CCRC; Figure 2D). As can be seen in figure 
3A, the combined use of montelukast and nifedipine reduced the amplitude of the phasic 
contractions, along with an efficient recovery after a 30-min washout period (Figure 3A,  
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Figure 2. Effect of CysLTR antagonists on human myometrial spontaneous contractile 
activity. A) Recording of rhythmic contractile activity in the presence of the vehicle 
(EtOH: 0.1 and 0.3%). Typical phasic contractions following acute addition of B) 
nifedipine (0.1 – 1 nM) and C) montelukast (0.1 – 1 µM) in the isolated organ bath 
solution. D) Cumulative concentration-response curves (CCRC) on uterine contractile 
activity to vehicle (closed diamonds), to nifedipine (closed black circles) and to 
montelukast (closed purple triangles) and their effect on normalized area under the curve 
(AUC). Data represent the means ± SEM (n=13; n=11; n=13, respectively). *p < 0.05 
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right panel). The concentrations used correspond to the relative IC25 values which were 
determined by data curve fitting from the cumulative concentration response curve (CCRC) 
to both pharmacological agents (Figure 2D). Combined inhibition of in vitro myometrial 
contractile activity by nifedipine and montelukast are reported in Figure 3B, resulting in an 
additive effect (p=0.004). The additive effect was obtained for independent experiments, 
regardless of the order of administration of the pharmacological compounds. 
 
Figure 3. Combined effect of montelukast and nifedipine on spontaneous myometrium 
contractile activity. A) Effect of combined addition of 0.3 µM montelukast and 0.1 nM 
nifedipine, with an efficient recovery after washout period. B) Quantification of the 
normalized area under the curve (AUC) under various experimental conditions including 
0.3 µM montelukast, 0.1 nM nifedipine and their combined administration. Data represent 
the means ± SEM (n=12). *p < 0.05 
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Effect of montelukast on Ca
2+
 sensitivity. Comparative analyses were therefore performed 
on β-escin-permeabilized tissues to quantify putative modifications in Ca2+-sensitivity 
either in the absence (control) or presence of 1 µM montelukast treatment. This 
concentration corresponds to the relative montelukast IC50 value determined from the 
cumulative concentration response curve (CCRC) described above (Figure 2D). Figure 4A 
illustrates a typical tension recording obtained during pre-calibrated Ca
2+
 step increases 
under control conditions on a myometrial strip whereas figure 4B illustrates a typical 
recording following a 2-hour pretreatment with 1 µM montelukast on Ca
2+
 induced 
responses. Quantitative analysis revealed an apparent Ca
2+
-sensitivity following 
montelukast pretreatment with an EC50 value of 654 nM as compared to an EC50 value of 
403 nM for free Ca
2+
 concentration in control condition (Figure 4C). However, despite a 
shift of 251 nM, this difference in Ca
2+
 sensitivity did reach statistical significance only 
with 1 µM CaCl2.  
 
Figure 4. Effect of montelukast on Ca
2+
 sensitivity from β-escin permeabilized human 
myometrium. Representative recordings of the time-course of tension increase during pre-
calibrated step increases in free Ca
2+
 (A) in control condition and (B) following 2-hour 
pretreatment with 1 µM montelukast. (C) Cumulative concentration-response curve to free 
[Ca
2+
] obtained from β-escin permeabilized uterine tissues in control condition (at term, 
non-labor; closed circles) or after a pretreatment with montelukast (at term, non-labor; 
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closed triangles). Note the increase in free Ca
2+ 
EC50 value upon montelukast pretreatment. 
Each data point represents the mean value ± SEM; n= 13 and 11, respectively.  
 
Effect of LTD4 pretreatment. In order to assess the functional integrity of the CysLTR1 
receptor as well as the effect of montelukast in a partial inflammatory condition, uterine 
strips were treated with increasing concentrations of the leukotriene LTD4 (0.01-0.3 µM). 
Typical recording (Figure 5A) display an increased contractile response. LTD4 alone 
significantly increased the amplitude of phasic spontaneous contractions (Figure 5B) as 
well as the area under the curve (Figure 5C). Note that since the initiation time of the first 
contraction was not reduced upon addition of LTD4, this compound was not used to trigger 
uterine contractions. Figure 5D shows that these increases were completely abolished by 
the addition of 0.1 µM montelukast. The addition of 0.1 µM montelukast after a 30-min 
basal activity produced a 25% decrease of the AUC whereas 0.1 µM montelukast 
administered after the addition of 0.3 µM LTD4 produced a 60% relaxation of the LTD4-
induced rise in AUC (p = 0.006). Combined addition of both tocolytic agent (montelukast 
and nifedipine) following LTD4 pretreatment did not induce an additive effect (Figure 5D; 
right histogram bar). This effect does not differ from the effect of montelukast alone in 
presence of LTD4.   
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Figure 5. Effect of montelukast following LTD4 pretreatment on spontaneous 
myometrium contractile activity. A) Typical spontaneous contractions upon addition of 
LTD4. B) Concentration-dependent effect of LTD4 on the mean amplitude of phasic 
contractions. C) Cumulative concentration response curve to LTD4 on normalized area 
under the curve (AUC). D) Effect of 0.1 μM montelukast, alone or combined with 0.1 nM 
nifedipine, on basal activity and after pretreatment with 0.3 μM LTD4. Note that the 
pharmacological IC25 value of the tocolytic agent was used for this set of experiments. Data 
are means ± SEM (n=8). * p < 0.05  
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COMMENT 
Principal findings of the study. This is the first study detecting the presence of the 
CysLTR1 receptor in myometrial tissues. In addition, the study clearly brings to light the 
tocolytic effect of montelukast, either alone or in combination with nifedipine, a reference 
tocolytic according to current guidelines
8
. Finally, montelukast was found to reverse uterine 
smooth muscle reactivity upon LTD4 treatment.  
 
Presence of the CysLTR1 receptor. The CysLTR1 receptor has previously been detected in 
numerous organs such as lung, heart, vessels as well as in the placenta
20, 21
. However, this is 
the first report of the presence of this receptor in myometrial tissues. Results obtained tend 
to demonstrate that the receptor is mainly localized in fetal membranes compared to 
relative detection levels in both human myometrium and placenta. Interestingly, other 
receptors such as prostaglandin receptors are also highly expressed in fetal membranes, 
including in the amnion and choriodecidua, comparatively to expression in maternal 
tissues
22, 23
. These results hence support an effector signaling between fetal membranes and 
myometrium via the choriodecidual space in the initiation of myometrial contractility and 
the onset of labor
24,25
. Indeed, the choriodecidual space is known to be enriched in 
signaling molecules
26
. 
 
Tocolytic effect of montelukast. Despite a lower potency than nifedipine, montelukast 
nevertheless induced a significant tocolytic effect in vitro. However, the apparent additive 
effect of the association between nifedipine and montelukast is particularly noteworthy. 
This association could minimize side effects by using low doses of efficient compounds
27
, 
since severe maternal hypotension and headaches can occur upon nifedipine treatment
28
. 
From a mechanistic standpoint, montelukast is known to inhibit the LTD4 pathway through 
CysLTR1 receptors, which are coupled to Gq and PLC in order to produce IP3 (an internal 
Ca
2+
 release agonist) and DAG
9
 whereas the mode of action of nifedipine is strictly through 
the blockade of the L-type Ca
2+
 channels. Thus, the combined use of these compounds with 
two different modes of action may result in an additive effect. Such additive effect between 
montelukast and nifedipine could potentially constitute a complementary treatment with 
both a direct effect on uterine contraction crisis and inhibition of the inflammatory cascade. 
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Note that we have not tested montelukast in concert with a COX1/2 inhibitor 
(indomethacin) due to its lack of specificity and its clinical secondary effects
7,8
. 
 
Modulation of the Ca
2+
 sensitivity. In the present study, our data also revealed that 
montelukast reduce the calcium-sensitivity of myometrial strips at 1 µM free-Ca
2+
 (p = 
0.02), which would partially explain the tocolytic effect of the cysteinyl leukotriene 
receptor antagonist on basal or LTD4-treated contractile activities. However, further 
experiments are necessary to strengthen this basic observation.  
 
LTD4 effects. In vivo, leukotrienes can trigger inflammatory processes
30
 and contractile 
responses
14
. LTD4 treatments are known to induce an partial inflammatory condition and 
enhance contractile responses in various smooth muscle tissues
31,32
. Moreover, LTD4 is the 
metabolite with the highest intrinsic activity toward CysLTR1
33
. Herein, we demonstrate 
that montelukast modulates basal uterine activity and abolishes the effects of LTD4 on the 
amplitude of phasic contractions. In this study, concentrations of LTD4 used are slightly 
supra-physiologic to mimic an “acute” inflammatory status. These results thus validate the 
effect of LTD4 on contractility which is consistent with published data
15
 and further 
demonstrate that montelukast is able to reverse the effects of LTD4 pretreatment. Taken 
together, these results suggest that LTD4 enhances either Ca
2+ 
entry into myometrial smooth 
muscle cells (through L-type Ca
2+
 channels) or Ca
2+ 
release from internal calcium stores, or 
enhances the Ca
2+
-sensitivity of the contractile machinery via the phosphorylation of 
regulatory proteins.  
 
In conclusion, we demonstrate for the first time the presence of the CysLTR1 receptor in 
myometrial tissues. Results also show that montelukast displays a significant tocolytic 
effect on myometrial contractile activity by reducing both amplitude and AUC, in addition 
to exhibiting an additive effect with low concentrations of nifedipine. This effect of 
montelukast was further enhanced in the presence of the leukotriene LTD4. These original 
findings are consistent with the detection of CysLTR1 in all uterine tissues. The present 
preclinical data could represent a valuable strategy to reduce contractile activity and uterine 
inflammation, the latter being associated with prematurity. Our data also suggest the 
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potential benefit of a closer diagnostic investigation of inflammatory status in the 
management of preterm labor. 
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ARTICLE 2 
Antenatal montelukast treatment reduces uterine activity associated with 
inflammation in a pregnant rat model 
 
Auteurs de l’article : Stéphanie Corriveau, Simon Blouin, Elyse Burt, Éric Rousseau et 
Jean-Charles Pasquier 
 
Statut de l’article : Article soumis dans « European Journal of Obstetrics & Gynecology 
and Reproductive Biology » en 2014 (en révision).  
 
Avant-propos : Cet article rapporte les effets du Montélukast dans un modèle 
d’inflammation. Il met en évidence sa capacité à moduler à la baisse la réactivité utérine à 
l’ocytocine. J’ai réalisé l’ensemble des expérimentations. Mme Elyse Burt a répliqué 
certaines expérimentations. M. Simon Blouin, Dr Pasquier et Dr Rousseau ont discuté les 
résultats et les principales conclusions qui en sont tirées.  
 
Résumé : L’inflammation est associée à 60 % des cas de prématurité. Nous avons 
récemment démontré les effets tocolytiques du Montélukast, un anti-inflammatoire. Cette 
étude évalue sa capacité à réduire les contractions utérines in vitro dans un modèle de rates 
gestantes en conditions inflammatoires. Des rates Sprague-Dawley ont reçu 4 injections IP 
de salines ou de 200 µg/kg de lipopolysaccharide (LPS; de G20 à G22, aux 12h) seul ou en 
combinaison avec le Montélukast 10 mg/kg/jour (G20 à 22). Des anneaux utérins (n=60) 
ont été disséqués par laparotomie médiane à G23. La réactivité utérine a été comparée entre 
les trois groupes par mesure de tension isométrique. Les fractions subcellulaires ont été 
analysées par immunobuvardage de type Western pour quantifier les récepteurs et les 
marqueurs inflammatoires clés. Lors de l’analyse in vitro, l’amplitude et la durée des 
contractions phasiques étaient significativement réduites après 48 h de traitement au 
Montélukast en comparaison au groupe LPS. De plus, dans le groupe LPS plus 
Montélukast, la sensibilité utérine à l’ocytocine (10-9 à 10-7M), un agent utérotonique, était 
abolie (p=0.04). Dans ce même groupe, l’efficacité tocolytique de la Nifédipine (10-9 à 10-
7
M) était augmentée (p < .01). Ces résultats suggèrent que le Montélukast facilite la 
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quiescence utérine en abolissant la réactivité utérine à l’ocytocine et en augmentant la 
sensibilité du tissu à la Nifédipine, actuellement utilisée dans la prise en charge du travail 
préterme.  
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ABSTRACT 
Objective: The potency of acute montelukast treatment, a leukotriene receptor antagonist, 
has been demonstrated as tocolytic on in vitro myometrial contractility. This study assessed 
the ability of chronic montelukast treatment to modify in vitro contractions under 
inflammatory conditions in a pregnant rat model. 
Study Design: Pregnant Sprague-Dawley rats were injected intraperitoneally (gestational 
days 20 to 22) with lipopolysaccharides (LPS) 200 μg/kg (12h exposure, 4 treatments) 
alone or combined with montelukast 10 mg/kg/day or a saline solution for a 48h period. 
Uterine rings (n = 72) were obtained by median laparotomy at day 22. Spontaneous 
contractile activities were compared using pharmacological compounds (oxytocin, 
nifedipine) along with assessment of contractile parameters. Myometrial subcellular 
fractions were also analyzed by Western blot to quantify oxytocin, cysteinyl leukotriene 
receptors and inflammation markers. 
Results: In in vitro experiments, the area under the curve, the amplitude and the duration of 
phasic contractions were significantly reduced following 48h of LPS + montelukast 
treatment comparatively to the LPS group. Moreover, in this same group, oxytocin (10
-9
 to 
10
-7
 M) largely decreased uterine sensitivity (p = 0.04). This absence of oxytocin reactivity 
could be partially explained by receptor uncoupling. Following LPS and montelukast 
treatment, the tocolytic effectiveness of nifedipine (10
-9
 to 10
-7
 M) was increased (p < 
0.01). Western blot analysis confirmed the presence of cysLT receptors type 1 in all treated 
groups. Hence, montelukast treatment restored TNF-αCOX-2 and PPARγ basal levels. 
Conclusion: Our results strongly suggest that montelukast treatment could facilitate a 
relative uterine quiescence by decreasing its sensitivity to uterotonic agent or by increasing 
tocolytic efficiency under proinflammatory conditions. 
 
Keywords: Inflammation, leukotrienes, montelukast, pregnant rats, tocolytics and uterine 
contractions. 
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INTRODUCTION 
Despite sustained research efforts over the past decade, preterm birth still remains a major 
public health problem. Spontaneous preterm labor occurs in 45% of preterm birth cases 
leading to neonatal mortality, morbidity and disability
1, 2
. From a clinical standpoint, a new 
therapeutic approach is thus needed to prevent the threat of preterm labor. The exact 
mechanisms leading to preterm labor are poorly understood. However, infection and 
underlying inflammatory conditions are present in 40 to 60% of cases
3, 4
. Among these 
pregnant women, the level and expression of inflammatory cytokines are increased in both 
amniotic fluid and fetal membranes. In effect, TNF-, IL-1 IL-6, IL-8 and matrix 
metalloproteinases (MMPs) are significantly increased
3, 5
. To reproduce these inflammatory 
processes, a pregnant rat inflammatory model with administration of lipopolysaccharides 
(LPS) has been widely used
6, 7, 8
. Indeed, binding of LPS with its membrane receptor 
activates the secretion of multiple cytokines such as TNF-, IL-1and IL-6. Furthermore, 
IL-1 is known to increase the expression of COX-29. Other inflammatory markers such as 
NFB have been described during active labor, irrespective of the presence of infection10. 
Recently, MacIntyre et al. demonstrated an increase in COX-2 expression during preterm 
labor
11
. Increasing COX-2 expression allows arachidonic acid conversion into 
prostaglandins which are responsible for the initiation of active labor and maintenance of 
strong effective contractions
12-14
. However, there is a paradox in that blocking the COX 
pathway is ineffective in situations of preterm labor
15
 whereas inflammatory mediators, 
prostaglandins, are in fact key components of prematurity; hence, the need to explore 
alternative pathways.  
Alternatively to prostaglandin metabolites, arachidonic acid can be metabolized by 5-
lipoxygenase (5-LOX) into leukotrienes which are proinflammatory compounds known for 
their positive modulation of contractile activity
16
. Plasma levels of cysteinyl leukotrienes 
(LTC4, LTD4 and LTE4) have moreover been shown to be increased at the end of 
pregnancy and during parturition
16, 17
.  
In a recent study, we demonstrated that montelukast, a specific antagonist of type 1 
cysteinyl leukotriene receptors, displayed tocolytic properties in an in vitro human model of 
uterine tissues
18
. The net inhibitory effect of montelukast reached upward of 60%, with a 
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further additive effect in the presence of low concentrations of nifedipine. In addition to 
being a cysLTR1 antagonist, montelukast also presents secondary anti-inflammatory 
effects. Indeed, montelukast has been reported to inhibit 5-LOX in inflammatory cells
19, 20
 
and interfere with COX-2 activity, resulting in decreased prostaglandin levels
21
. In 2010, 
we demonstrated that inhibition of 5-LOX and COX largely reduced contractions in vitro
22
. 
Moreover, specific antagonists of cysLTR1, namely pranlukast and montelukast, have also 
been shown to decrease LPS-induced cytokines such as TNF-α and IL-623, 24. Montelukast 
is furthermore widely used during pregnancy since it is prescribed for the treatment of 
asthma, with absence of any toxicity in pregnant women
25-27
. To date, our previous work 
had demonstrated that, in physiological conditions, montelukast relaxes in vitro myometrial 
contractility. To better characterize the effect of this drug, the next step was to test the 
efficacy of montekukast under actual inflammatory conditions. 
The present study aimed to quantify the effects of antenatal montelukast treatment in an 
animal model under proinflammatory conditions on in vitro contractile activity and on 
inflammation marker levels. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Animal groups 
Timed pregnant rats were obtained from Charles River Laboratories (Saint-Constant, 
Canada). Rats were randomized into three groups: control, lipopolysaccharides (LPS) and 
LPS + montelukast. Four successive LPS administrations of 200 μg/kg in 0.9% saline 
solution were performed intraperitoneally (IP), from gestational days 20 to 22 (G20 - G22), 
at 12 hour-intervals. In the LPS + montelukast group, the first and third LPS injections 
were followed by an IP injection of montelukast (10 mg/kg; N = 9 rats). Following the 48h 
treatment period, median laparotomies were performed 8h after the last injection, at G22. 
The study was approved by our institutional Ethics Committee for research on animal 
subjects (project # 337-13). All animals were maintained under standard laboratory 
conditions (12h light/12h dark) and an environmental temperature of 21–23 °C. Food and 
water were available ad libitum. 
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Tissue collection and isometric tension measurements 
Myometrial rings (n = 72) were obtained by median laparatomy at G22 from Sprague-
Dawley rats (N = 9) as previously described
28
. Note that each uterine horn was dissected in 
6 uterine rings or snap-frozen for biochemical experimentation. Once collected, all tissues 
were placed in Krebs’ physiological solution at pH 7.4. The myometrial rings were 
mounted in isolated baths between 2 inox stirrups for isometric tension recording. For each 
sample, 1 stirrup was fixed to the bottom of the chamber, and the other was connected to an 
isometric force transducer coupled to Polyview software (Grass-Astro-Med Inc, West 
Warwick, RI). The organ baths (Radnoti Glass Tech., Monrovia, CA) contained 7 ml of 
Krebs solution thermostated at 37°C and bubbled continuously with carbogen (95% O2 – 
5% CO2; pH 7.40) as previously described
28
. Once baseline values for amplitude and 
frequency of contractions were recorded, cumulative concentrations of drugs or chemical 
agents, in pH-balanced saline, were added to the tissue baths.  
 
SDS-PAGE and Western blot analysis 
SDS-PAGE and Western blot analyses were performed exactly as previously reported
17
. 
Blots were incubated 2 hours with rabbit antiserum raised against CysLTR1 (Assay 
Biotech, CA, USA), OXTR (Abcam, MA, USA), 5-LOX, COX-2, TNF-α, and PPARγ, 
(Cayman Chemical, MI, USA). β-actin was used for density ratio analysis. 
 
Drugs and chemical reagents 
Lipopolysaccharides from Escherichia coli serotype 0127: B8 (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO) were dissolved in sterile 0.9% NaCl solution at a final concentration of 50 μg/ml and 
administered IP to pregnant rats at a dose of 200 μg/kg, as previously described7. For the 
control group without LPS treatment, rats received IP injections of sterile saline (0.9% 
NaCl) only. The final bath concentration of EtOH was 0.3 %, and the final drug 
concentration of nifedipine and oxytocin ranged from 10
-9
 to 10
-7
 M for which 
simultaneous controls were run as outlined above.  
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Data analysis and statistics 
Contractile activities were quantified by calculating the area under the curve over 10-min 
periods using Sigma Plot 12.0 (SPSS-Science, Chicago, IL). For each drug (oxytocin or 
nifedipine) modifications of spontaneous contractile activities were compared to its initial 
basal period and then relative responses were normalized. The normality of data was 
assessed and confirmed using the Shapiro-Wilk test. A non-parametric test was chosen 
since the sample size was small (n < 30). If the difference was significant, a Mann–Whitney 
U-test with Bonferroni correction was used (p < 0.016).  
 
RESULTS 
Figure 1 depicts the analysis of contractile parameters. First, the effect of LPS treatment 
increased contractile activity, as witnessed by a significant increase in the amplitude (Fig 
1A), the time to peak (Fig 1B) and the duration to 90% relaxation (Fig 1C) relative to the 
control group (p < 0.01). In contrast, under antenatal treatment with montelukast, a 
decrease of all contractile parameters was observed when compared to the LPS-treated 
group. Both time to peak and duration recovered their basal values while a significant 
decrease was observed in the amplitude and frequency compared to the control group. Of 
note, a decrease in the frequency of phasic contractions was also observed under 
proinflammatory conditions (LPS stimulation, Fig 1D). Note that montelukast was tested 
alone on control rings and a tocolytic effect observed (data not shown). 
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Figure 1. Effect of antenatal montelukast on uterine contractile activity in a pregnant 
rat model with induced-inflammation (n = 24 uterins rings/group). Quantification of 
(A) the amplitude, (B) the time to peak, (C) the duration to 90% relaxation and (D) the 
frequency of phasic contractions in control (Ctrl), lipopolysaccharides (LPS) and LPS + 
montelukast (MTLK) treated groups. Data are means ± SEM. * p < 0.05 using the Mann 
and Whitney non parametric test.  
 
In order to determine the impact of antenatal montelukast treatment on the expression of 
both cysteinyl leukotriene receptor type 1 (CysLTR1) and inflammation markers (TNF-α, 
COX-2, 5-LOX and PPARγ), Western blot analysis was performed on uterine tissues 
obtained from control, LPS and LPS + montelukast groups. Western blot analysis revealed 
that CysLTR1 was present in all microsomal fractions of the three groups (Fig 2A) 
allowing us to confirm that the observed effect was due to the antagonistic effect of 
montelukast on this specific receptor. TNF-α was increased under proinflammatory 
condition (LPS group) whereas this effect returned to basal levels under montelukast 
treatment (Fig 2B). In the LPS group, COX-2 and 5-LOX levels increase to that of the 
control group but COX-2 was decreased in the montelukast-treated group (Fig 2C and 2D). 
Interestingly, PPARγ expression level was increased in the LPS group, while antenatal 
montelukast treatment restored PPARγ expression to its basal level (Fig 2E). These results 
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thus indicate that the density ratios of three inflammation markers (TNF-α, COX-2, 
PPARγ) were significantly decreased upon montelukast treatment. 
 
Uterine reactivity to pharmacological agents, such as oxytocin and nifedipine, was also 
analyzed. Figure 3 illustrates the comparative effect of cumulative additions of oxytocin 
concentrations on myometrial tissues derived from the control, LPS and LPS + montelukast 
groups (Fig 3A-C). Oxytocin induced an increase in basal tone and magnified contraction 
frequency in the LPS-treated group, while no effect was observed in the LPS + montelukast 
group (Fig 3B and C). Quantitative analysis of the area under the curve (AUC) revealed a 
significant difference between control, LPS and LPS + montelukast-treated groups, since 
the latter abolished the effects of oxytocin (Fig 3D). Western blot analysis was also 
performed in order to verify the presence of the oxytocin receptor (OXTR) among the 
various experimental groups. Figure 3E shows that OXTR was equally detected as a 55 
kDa immunoreactive band in all three conditions (Control; LPS and LPS + montelukast). 
Using β-actin as a loading control, the OXTR / β-actin ratio was fairly constant at the end 
of pregnancy between the three groups.  
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Figure 2. Detection of the cysteinyl receptor type 1 (CysLTR1) and inflammation 
markers by Western blot analysis in pregnant rat uterine subcellular fractions. 
Illustrations of typical immunoblots using specific antibodies against (A) CysLTR1 
(microsomal uterine fractions), (B) TNF-α, (C) COX-2, (D) 5-LOX and (E) PPARγ 
(cytosolic fractions). β-actin was used as a loading control. Quantification of β-actin 
density ratio is presented in panels A-E. The histogram bars represent the mean ± SEM of 
4-6 replicates for each group. * p < 0.01 using the Mann and Whitney non parametric test. 
Ctrl : control; LPS : lipopolysaccharides; MTLK: montelukast. 
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Figure 3. Pharmacological uterine reactivity to oxytocin under inflammation (LPS) in 
the absence or presence of montelukast treatment. Representative recordings of basal 
contractile activities from ctrl (A), LPS (B) and LPS + montelukast-treated (C) groups 
following acute addition of oxytocin in the physiological bath solution. The effects of 
cumulative concentrations of oxytocin (0.01, 0.03 and 0.1 µM) in 20-minute intervals are 
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reported. (D) Quantification of oxytocin concentration response curves on the mean area 
under the curve (AUC) for both groups compared to the control group (n = 8 - 12). 
Oxytocin had no effect on uterine rings obtained from LPS and montelukast-treated rats. 
(E) Microsomal fractions were subjected to Western blot analysis with the use of OXTR 
antibody and quantified as a β-actin density ratio. Data are the means ± SEM. * p < 0.01 
using the Kruskal-Wallis test. Ctrl : control; LPS : lipopolysaccharides; MTLK: 
montelukast. 
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Figure 4. Uterine reactivity to nifedipine under inflammation (LPS) in the absence or 
presence of montelukast treatment. Typical recording of basal contractile activity from 
ctrl (A), LPS (B) and montelukast-treated (C) groups following the addition of nifedipine 
in the isolated organ bath. The effects of cumulative addition of nifedipine (1 – 100 nM) are 
shown. (D) Quantification of the mean area under the curve (AUC) for all three groups (n = 
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8 - 12). Effect of nifedipine is amplified on LPS + montelukast uterine rings. Data are the 
means ± SEM. * p < 0.01. Ctrl : control; LPS : lipopolysaccharides; MTLK: montelukast. 
 
Figure 4 illustrates the effect of acute nifedipine in all treated groups (Fig 4A-C). Under 
inflammatory conditions (LPS), nifedipine decreased the area under the curve as expected 
(Fig 4B). In comparison, antenatal montelukast treatment increased uterine sensitivity to 
nifedipine. Contractile activity was either partially or totally abolished with 0.01 and 0.1 
µM, respectively (Fig 4C). The mean inhibitory effect of nifedipine on the area under the 
curve (AUC) was further quantified and revealed a significant increase in nifedipine 
sensitivity in the montelukast-treated group (Fig 4D). 
 
COMMENT 
In the present study, we investigated the ability of antenatal montelukast treatment to 
produce a tocolytic effect in a pregnant rat model with induced inflammatory conditions. 
This study also directly assessed its effect on uterine inflammation responses. Inflammation 
syndrome was decreased as proved by marker levels, such as TNF-α, COX-2, 5-LOX and 
PPARγ, which were found largely decreased when compared to their relative values in the 
LPS stimulation group. Montelukast effectively reduces in vitro uterine contractility. 
Moreover, this study assessed its effects on uterine sensitivity to well-characterized 
pharmacological agents, firstly an uterotonic agent (oxytocin) and secondly an 
uterorelaxant agent (nifedipine). Uterine sensitivity to oxytocin was abolished whereas 
sensitivity to nifedipine increased under montelukast treatment in comparison to the 
inflammatory condition alone.  
Effect of antenatal montelukast treatment on inflammation marker levels 
Increases in inflammatory marker levels are associated with labor
4
. Intraperitoneal LPS 
administration is known to induce maternal systemic inflammatory responses and to 
specifically cause an increase in plasmatic TNF-α levels29. Thus the increased levels of 
TNF-α observed in our LPS group were expected, whereas this increase was reversed by 
antenatal montelukast treatment as observed in the asthma pathology
23, 24. The PPARγ ratio 
was also increased under proinflammatory conditions, while levels remained similar in the 
montelukast-treated and control group. Despite the fact that LPS did significantly increase 
COX-2 expression, the present data clearly demonstrates a decreased detection of this 
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isoform in the montelukast-treated group under proinflammatory conditions, a result 
consistent with the known modulatory effect of montelukast on this specific enzyme 
(PGES1) in other human cells
21
. The 5-LOX was increased under an inflammatory 
condition which is consistent with the increased leukotrienes production under LPS 
stimulation observed by Wierzbicki et al
30
. In order to reduce inflammation with a new 
approach centered on antagonizing leukotriene effects, these results demonstrate that 
montelukast can decrease inflammation markers after LPS stimulation. Thus, montelukast 
acts on one of the predominant causes of prematurity which is the maternal inflammation 
syndrome. This effect could allow a prolongation of a pregnancy despite proinflammatory 
conditions. Thus, montelukast could potentially be proposed as a maintenance treatment 
that acts on inflammation and not only by reducing uterine contractions. 
Contractile activity  
Of note, inflammatory conditions induced an increase in the amplitude, the time to peak 
and the duration of phasic contractions, corroborating previous works 
29, 28 
by Ross et al.
 
in 
which the authors demonstrated an increase in amplitude of spontaneous rhythmic 
contractions in their LPS-treated group
31
. Note that the frequency of contractions under 
LPS was decreased unexpectedly and could be explained by the major increase in 
amplitude and duration of the phasic contractions. In contrast, a major decrease in 
amplitude and duration was also observed after antenatal montelukast treatment compared 
to the LPS group. The decrease in contractile parameters can be explained by the inhibition 
of endogenous leukotrienes mode of action that causes enhanced contraction following 
ligand binding to cysLTR1 and Gq protein coupling via IP3 signaling
32, 33
. Recently, we 
have demonstrated that 5-LOX is present in uterine subcellular fractions and that the 
addition of LTD4 increases both amplitude and area under the curve of uterine contractile 
activity
17,21
. A second explanation would be the modulation of COX-2 and PGES1 activity 
by montelukast which would also result in secondary anti-inflammatory effects
21
. 
Prostaglandins contribute to the initiation and the amplification of uterine contractions 
during labor
13, 34
 and their production has been shown to be reduced via COX-2 alteration 
in the presence of montelukast. Thus, it is expected to quantify a decrease in contractile 
activity.  
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Uterine sensitivity to pharmacological agents 
Data obtained herein with isometric tension measurements suggest that antenatal 
montelukast treatment completely abolished the uterotonic effect of oxytocin in vitro while 
potentiating the tocolytic properties of nifedipine. The exact mechanism by which 
montelukast antagonizes the effect of oxytocin is unknown, but it can be proposed that a 
modification of the receptor-coupling properties occurs. Both oxytocin and cysteinyl 
leukotriene receptors signaling occur through Gq proteins
35, 36
. Under proinflammatory 
condition (LPS stimulation) cysteinyl leukotrienes are likely increased
30
, while CysLTR1 
detection remained fairly constant (Fig 2A). The presence of exogenous montelukast would 
efficiently silence this family of activated receptors due to the high level of circulating 
leukotrienes, yet a crosstalk between cysteinyl leukotriene and oxytocin receptors has not 
been ruled out. To support the current observation in rat uterine tissues, we have assessed a 
2h-pretreatment to montelukast in an in vitro human uterine model. Quantitative results 
also revealed a decreased uterine reactivity to oxytocin as compared to untreated strips 
(Supplementary data). These observations are of clinical relevance for prevention of a 
preterm labor threat since the addition of montelukast would be able to reduce the uterine 
sensitivity to oxytocin. Hence, the putative maintenance of quiescence would likely account 
for the prolongation of pregnancy in the presence of montelukast. Further in vivo animal 
and human investigations are needed to better characterize this effect and its clinical 
implications. Moreover, nifedipine, which is the current conventional treatment for 
managing the threat of preterm labor, was amplified in the montelukast-treated group. An 
additive effect between acute montelukast and nifedipine in a human in vitro model has 
already been shown
18
. This potentiation of nifedipine effects further supports the 
concomitant use of montelukast in the prevention of preterm labor. However, this study 
was performed on an inflammatory model rather than a preterm model which constitute a 
limitation
11,37
. It would thus be of interest to further investigate these effects of montelukast 
in a rodent model of spontaneous preterm labor to characterize its mode of action and 
determine the circulating levels of relevant proinflammatory cytokines.  
In conclusion, the present results indicate that antenatal montelukast treatment reduces 
contractile parameters suggesting a tocolytic effect with putative clinical relevance. It might 
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facilitate the uterine quiescence by decreasing the inflammatory syndrome and block the 
activation of labor by decreasing uterine sensitivity to oxytocin.  
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Supplementary data. Effect of a 2h-pretreatment to montelukast on uterine reactivity 
to oxytocin. Isometric tension measurements were performed from uterine biopsies in a 
basal condition from pregnant women undergoing c-section at term non labor (TNL) as 
previously described Corriveau S. et al., 2010. The effect of a 2h pretreatment with 1 µM 
Montelukast on uterine reactivity to oxytocin (0.1 nM to 1 µM) was quantified measuring 
the area under the curve. Data are the means ± SEM (n = 10 / group). * p < 0.05 
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ARTICLE 3 
Chronic levothyroxine and acute T3 treatments enhance the amplitude and time 
course of uterine contractions in human 
 
Auteurs de l’article : Stéphanie Corriveau, Jean-Charles Pasquier, Simon Blouin, Diego 
Bellabarba, Éric Rousseau 
 
Statut de l’article : Article publié dans « American Journal of Physiology - Endocrinology 
and Metabolism », 2013 
 
Avant-propos : Ce travail représente les fruits d’une observation fortuite que j’ai dénotée 
au début de mon doctorat. J’ai réalisé l’ensemble des expérimentations et amélioré les 
protocoles tirés de la littérature. Les discussions, les conclusions et l’écriture de l’article ont 
été révisées par Dr Bellabarba, Dr Pasquier et Dr Rousseau. 
 
Résumé: Le but de l’étude est d’analyser les impacts physiologiques de la Lévothyroxine 
et de la L-triiodothyronine (T3) sur les contractions utérines (CU) spontanées. Des biopsies 
utérines ont été réalisées sur des femmes consentantes subissant une césarienne élective à 
terme (N=26). Deux types d’expériences ont été réalisées lors des mesures de tension 
isométriques dans des bains à organes isolés : 1. la comparaison des CU spontanées de 
patientes sous Lévothyroxine (N=6) versus celles des patientes contrôles (N=6);  2. une 
courbe concentration-réponse suite à l’ajout de T3 (N=8) ou de T4 (N=6) in vitro a été 
établie. Pour étudier l’implication des conductances potassiques, les effets de l’ibériotoxine 
(IbTx), un bloqueur sélectif des BKCa, du Ba
2+
, un bloqueur de canaux K
+
, et de la 
lemakalim, un ouvreur IK
+
ATP, seuls ou combinés ont été quantifiés. Les fractions 
protéiques de myomètre, de membranes fœtales et de placenta ont été préparées et séparées 
par SDS-PAGE pour des analyses d’immunobuvardage avec un anticorps contre la 
déiodinase 1 (DIO1), qui transforme la T4 en T3. Des CU significativement plus amples 
(+77 %), avec une durée de relaxation prolongée (+138 %) et une fréquence réduite (-55 %) 
ont été observées in vitro sur les bandelettes utérines provenant des femmes sous 
Levothyroxine par rapport à celles du groupe contrôle. Par ailleurs, l’ajout de T3 ou du Ba
2+
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sur des fibres contrôles a causé une augmentation significative de la durée des contractions 
et une diminution de la fréquence (p < 0.05), mimant partiellement les résultats obtenus 
avec les bandelettes des femmes sous Levothyroxine. La prise de Levothyroxine modifie 
donc le décours des CU spontanées chez les femmes enceintes à terme. Les résultats 
obtenus in vitro en présence de T3 suggèrent des effets non génomiques sur les 
conductances ioniques du muscle utérin.  
 
ABSTRACT  
This study compares the functional consequences of levothyroxine (T4) treatment during 
pregnancy, as well as the acute effects of Triiodothyronine (T3) on spontaneous uterine 
contractile activities observed in vitro. Uterine biopsies were obtained from consenting 
women undergoing elective caesarean at term (N=28). Spontaneous contractile activities 
from T4-treated pregnant women (N=8) were compared to control patients (N=20) by 
isometric tension measurements. Effect of acute T3 and T4 were also monitored on control 
tissues. Area under the curve, amplitude, time to peak, duration and frequency were 
quantified. In uterine strips from women treated for hypothyroidism, phasic uterine 
contractions of larger amplitude (+77%) were observed, with a prolonged duration at 90% 
relaxation (+138%) and reduced frequency (-55%) as compared to values of the control 
group. The addition of exogenous T3 in vitro on control strips induced a significant increase 
in the duration of the contractions and a significant decrease in frequency (p < 0.05), 
partially mimics the results obtained in strips from T4-treated women. Significant 
modifications of contractile properties were observed in strips from pregnant women 
treated with levothyroxine, consistent with those observed with the addition of exogenous 
T3. Clinical practices of modern obstetrics should take into account the effect of thyroid 
hormones on uterine contractions’ time-course to ensure a tighten follow-up at the end of 
pregnancy to achieve safer delivery. 
 
Key words : Delivery, levothyroxine, triiodothyronine, myometrial contraction.  
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INTRODUCTION 
 
In Canada, approximately 10 to 20 % of women are affected by thyroid dysfunction and 
prevalence of hypothyroidism can reach up to 4% in women of reproductive age (4, 5). In 
women, fertility and reproduction can be compromised by a clinical or subclinical 
hypothyroidism. Pregnancy is a factor that can modify the course of thyroid disease. 
Moreover, routine thyroid screening, diagnosis and management of subclinical thyroid 
disorders in pregnancy are currently the subject of debate (12). However, women who 
suffer from thyroid dysfunction often display infertility and impaired obstetric outcomes 
during pregnancy (33). Indeed, an impaired obstetric outcome during pregnancy increases 
the risk of complications, notably: miscarriages, preeclampsia, incidence of still births, 
placental abruption and premature deliveries (1, 20, 32). It is thus essential to treat patients 
who suffer from documented hypothyroidism properly during pregnancy, with the 
administration of adequate doses of T4 (Levothyroxine) (12, 21). 
 
Uterine rhythmic contractile activities are essential for normal labor and delivery. 
Inadequate contractions can lead to labor abnormalities and will often result in C-sections, 
with associated surgical risks for both mother and newborns (35). The existence of a large 
conductance calcium-activated potassium channel (BKCa) is demonstrated in pregnant 
human myometrium and even shown to be involved in uterine quiescence (2, 17, 22). A 
modification in BKCa conductance is related to a change in the functionality of uterine 
contractile response (16, 25). 
 
Several investigative groups have analyzed the effect of thyroid dysfunction on pregnant 
uterine tissue and, in particular, have observed an effect of low levels of T4 on uterine 
contractile activities in gravid rats (24, 30). Hypothyroidism has also been found to reduce 
calcium channel function in pregnant rat uterine tissue (30). Given that calcium influx is an 
essential component of excitation-contraction coupling in uterine smooth muscle, a down 
regulation of genes encoding for Ca
2+
 channel proteins may result in serious functional 
consequences during pregnancy and delivery. Indeed, Medeiros and co-workers 
demonstrated that isolated myometrium ring responsiveness to various agonists including 
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acetylcholine, oxytocin, or divalent cation such as Ca
2+
 was significantly increased in the 
presence of hypothyroidism (24). However, no study has explored the effect of 
levothyroxine supplementation on uterine tissue responsiveness in pregnant women initially 
treated for documented hypothyroidism. 
 
The present study aimed at analyzing the effect of Levothyroxine-Na treatment on human 
uterine smooth muscle properties. In a first series of experiments conducted in vitro, we 
specifically compared the spontaneous contractile activities in control and T4-treated groups 
and observed major changes in the time course of contractile activity in human uterine 
strips recovered from pregnant women at term. Finally, we assessed the effect of acute 
addition of exogenous T3 or T4 on pregnant women myometrium in vitro. 
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MATERIALS AND METHODS 
Study population. Patients admitted for an elective cesarean section were asked to 
participate in the study. The study was approved by our institutional Ethics Committee for 
Research on Human Subjects (project # 09-040; ClinicalTrials.gov Identifier: 
NCT00939744) and all volunteers gave written informed consent. The inclusion criteria for 
the control group were 1) a gestational age between 37
0/7
 and 40
0/7
 weeks, 2) a singleton 
gestation, 3) no labor and 4) a signed informed consent and 5) for the T4-treated group, a T4 
treatment during the entire pregnancy resulting from diagnosis before pregnancy. Exclusion 
criteria were infections (chorioamnionitis, HIV, genital herpes, hepatitis B and C) and 
vaginal bleeding after the third trimester. The participants’ medical data were obtained 
from their medical file and a follow-up phone interview. 
 
Sample collection. During the C-section, immediately after delivery but before maternal 
injection of oxytocin, biopsies of myometrium were excised from the upper lip of the lower 
uterine segment incision in the midline as previously described (8). Once collected, tissue 
biopsies were placed in Krebs-Heinseleit physiological salt solution (Krebs) with the 
following composition (mmol/l): 4.7 potassium chloride, 118 sodium chloride, 1.2 
magnesium sulfate, 2.5 calcium chloride, 1.2 potassium phosphate, 25 sodium bicarbonate 
and 11.1 glucose (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at pH 7.4. Tissues were stored at 4°C and 
used within 8 hours for contractility experiments or were rapidly rinsed before snap 
freezing in liquid N2 and stored at -80
o
C prior to biochemical analysis or preparation of 
subcellular fractions. 
 
Western blot analysis. Subcellular fractions (cytosolic) were prepared from myometrium, 
fetal membranes and placenta and were subsequently separated on 10 % SDS PAGE as 
previously described (Corriveau et al., 2010). For Western blot analysis, nitrocellulose 
membranes were blocked 1 hour with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline with 
0.1% Tween at room temperature. Blots were incubated overnight at 4
o
C with rabbit 
antiserum raised against DIO1 proteins (Abcam, MA, USA) and β-actin proteins. After 
washing, the membranes were incubated in a solution containing peroxidase-conjugated 
donkey anti-rabbit IgG antiserum (Amersham, QC, Canada). Protein labeling was detected 
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using an enhanced chemiluminescence kit (Roche, QC, Canada). Immunostainings were 
digitized and analyzed with Lab-Image software v2.7–2 (Kaplan GmbH, Germany). 
 
Isolated organ bath experiments.  Obtained biopsies were dissected in multiple longitudinal 
myometrial strips (measuring approximately 2 × 2 × 10 mm). Strips were cleansed of 
adherent tissue and mounted for isometric recordings under 2 g of resting tension in an 
organ bath system as previously described (8, 9, 26). The organ baths contained 7 ml of 
Krebs solution maintained at 37°C, pH 7.4, and were gassed continuously with a mixture of 
95 % oxygen / 5 % carbon dioxide. Myometrial strips were allowed to equilibrate for at 
least 2 hours, after which a 30-min period was allowed in order to achieve spontaneous 
phasic contractions in the isolated organ bath. Passive and active tensions were assessed 
using transducer systems (Radnoti Glass Tech., Monrovia, CA) coupled to Polyview 
software (Grass-Astro-Med Inc, West Warwick, RI) for facilitating data acquisition and 
analysis (7, 8). The effect of thyroid hormone was assessed using levothyroxine (T4) and 
Triiodothyronine (T3). T3 and T4 were dissolved in alkaline aqueous solution (pH = 8) and 
stored at -20
o
C for a maximal period of one month. T3 and T4 were added separately in the 
organ bath, in a cumulative manner at concentrations of 1 µM at 30-minute intervals. 
Iberiotoxin, and BaCl2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) were dissolved in water and stored 
at -20
o
C, while lemakalim (SmithKline Beecham, Herts, UK) stock solution (10 mM) was 
prepared in ethanol (EtOH) and stored at 4
 o
C.  Two sets of control experiments were 
performed as follows: Control 1, strips exposed to Krebs’ solution only for up to 4 hours; 
Control 2, strips exposed to vehicle (alkaline aqueous solution or EtOH).  
 
Data analysis and statistics. The amplitude, time to peak, duration of phasic contractions at 
90% of relaxation (time required for the strip to relax to 90% of the maximal contraction), 
frequency and area under the curves (AUC) for isometric tension studies were calculated on 
raw recordings from independent myometrial strips. The effect of T3 and T4 was compared 
with controls by calculating the contraction parameters at each 30-min interval and by 
normalizing the results as a percentage of the contraction parameters obtained in the 30-min 
basal activity period. Contractile activities were quantified for each experimental conditions 
using Sigma Plot 11.0 (SPSS, Chicago, IL). Data were normally distributed and were 
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therefore analyzed with parametric tests. Statistical analysis included paired t-test and 
student t-test. Differences were considered significant when p < 0.05. 
 
RESULTS 
 
Population profile. The study group was composed of 28 healthy Caucasian pregnant 
women who underwent cesarean delivery between 37
0/7
 and 40
0/7
 weeks of gestation (38
5/7
 
mean weeks of gestation for the control group and 38
2/7
 mean weeks of gestation for the T4-
treated group). Women in the control group had a mean age of 30 years and a mean BMI of 
29 while in the T4 treated group, mean age was 29 years with a mean BMI of 33 (Table 1).  
 
TABLE 1 
Demographic data of patients included in the in vitro study 
 
 
 Control group 
(N=20) 
Mean [range] 
T4-treated group  
(N=8) 
Mean [range] 
 p values 
* 
Maternal age 30 years [24-34] 29 years [23-34]  NS 
Gestational age 385/7 weeks [37-40] 382/7 weeks [37-39]  NS 
Body mass index 29 [18-47] 33 [24-48]  NS 
Smoking  15 %  12.5 %  NS 
 Other medication 10 % 13 %  NS 
Values are means and range or percentage. NS : Not considered significant 
* t-student test were performed with p ≤ 0.05 considered significant. 
 
Indications for cesarean section included previous C-sections (N=12, N=6), placenta previa 
(N=3, N=1) and breech position (N=5, N=1) for both control and T4 treated groups, 
respectively. Dosage of T3, T4 and TSH were not available for all patients in the medical 
database. Nevertheless, data concerning the T4-treated patients are presented in Table 2. 
Note that no dose adjustment was performed by the patient’s physician during the 
pregnancy, even if a TSH dosage was made (Table 2). Given that this study at the outset 
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consisted of a fortuitous observation on already recruited patient, the present protocol 
approved by the Ethics Committee did not allow us to add blood assays prior to the C-
sections
TABLE 2 
Thyroid status of patients under T4-treated group recruited in the in vitro study.  
 
Doses of Levothyroxine-
Na TSH values 
 
mg per os  mIU/l (normal range : 0.35 - 3.5) 
Patients  
 
1 
st
 trimester 3 
rd
 trimester 
1  0.237 2.09 0.87 
2  0.050 ND ND 
3  0.250 ND ND 
4  0.075 0.74 ND 
5  0.125 0.51 0.26* 
6  0.075 1.96 1.48 
7  0.150 2.74 1.63 
8  0.300 ND 0.96 
Mean ± 
SEM  0.158 ± 0.033 1.61 ± 0.42 1.04 ± 0.24 
* Lower than normal values which represent hyperthyroidism. ND : Not determined. 
 
Differences in contractile activities between levothyroxine-treated and control groups. 
Figure 1 displays typical recordings from myometrial strips obtained from either T4-treated 
or control pregnant women (Figure 1A-B). In vitro contractile activities from the 
levothyroxine group (Figure 1A), consistently displayed phasic contractions of larger 
amplitude and longer duration when compared to contractile activities in the control group 
(Figure 1B). Thus, these data have unmasked a modification of the pattern of uterine 
contractions in T4-treated group.  Figure 1C illustrates a typical recording of a uterine strip 
obtained from a woman in the control group, which was stimulated by addition of 1 µM T3 
in the organ bath. The observed contractile pattern was relatively similar to that observed 
on strips from T4-treated women, namely phasic contractions of longer duration and of 
slightly lower frequency.  
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Figure 1. Myometrial spontaneous contractile activities recorded in vitro in 
levothyroxine-treated or untreated pregnant women uterine tissues. A) Typical phasic 
contractions from uterine biopsies obtained from a levothyroxine-treated pregnant woman. 
B) Typical recording from a uterine strip obtained from a control pregnant woman. C)  
Typical spontaneous contractile activities recorded from uterine strips from the control 
group, following acute addition of 1 µM T3 in the isolated organ bath solution. Compared 
to the untreated control (Figure 1B), T3 induced an increase in phasic contraction duration 
as well as a lower frequency rate. 
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Quantification of mean contractile parameters. In uterine strips from T4-treated women, 
phasic uterine contractions of larger amplitude (+77%) were observed (Figure 2A), along 
with similar time to peak (Figure 2B), prolonged duration of contractions (+138 %; Figure 
2C) and reduced frequency (-55 %; Figure 2D), in comparison to contractile values 
recorded in the control group (Figure 2A to D).  
 
 
Figure 2. Modifications in uterine contractile parameters in control and 
levothyroxine-treated pregnant women uterine tissues (control and T4-treated group). 
Uterine strips (n = 32; N=8) from both groups were mounted into isolated organ bath and 
spontaneous contractile activities recorded. Depicted are mean changes in A) amplitude, B) 
time to peak, C) duration to 90 % relaxation and D) contraction frequency. Data are means. 
* p < 0.05 using a Student t-test. 
 
Addition of acute T3 and T4 on myometrium strips. No significant difference in relaxing 
effect was observed between time and vehicle controls (p = 0.310; p = 1.00). Figure 3 
reports the quantification analysis following acute addition of 1 µM T3 on contraction 
parameters. There was no acute effect of 1 µM T3 on either amplitude (Figure 3A) or on 
time to peak (Figure 3B) when compared to the basal activity in uterine strips from the 
  90 
control group. However, there was a significant increase in the duration at 90 % relaxation 
(Figure 3C) with T3 along with a net decrease in the frequency (Figure 3D) of the 
contractile events recorded in vitro. The chosen concentration of T3 used was determined 
according to the concentration-response curve (0.1 – 1 µM) previously established (data not 
shown). On the other hand, when concentrations of up to 1 µM of T4 were added to the 
isolated organ bath, no effect was observed on contractile parameters, except for the 
frequency of contractions where a significant decrease was noted (Figure 4). Figure 3 and 4 
show overlaps on contraction duration and frequency which can be explained by the 
intervariability of patients.  
 
Figure 3. Acute effect of T3 on uterine contraction parameters in control pregnant 
women tissues (control group). Mean effects of 1 µM T3 on A) amplitude, B) time to 
peak, C) duration to 90 % relaxation and D) contraction frequency (n = 24). Strips were 
exposed to T3 10-mins before analyzing period. The enhanced duration of contractile events 
and lower frequency rate likely resulted from a non-genomic effect. Values are means. * p 
< 0.05 using a paired t-test. 
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Figure 4. Increasing T3 and T4 concentrations reduce the frequency of uterine 
spontaneous contractile activities (control group). Frequency effect of concentration-
response curves in presence of T3 or T4 on rhythmic contractile activities from control 
group. Each point shows mean ± SEM (n=24) and each value of frequency was 
standardized to contractions’ frequency before the added thyroid hormones (basal activity). 
T4 had no effect on phasic contraction parameters (data not shown) but significantly 
decreased the frequency of uterine spontaneous contractile activities. Uterine strips were 
exposed to either T3 or T4 10-mins before analyzing period. * p < 0.05 using a Student t-test 
to compare difference between the vehicle and hormonal presence (either T3 or T4). 
 
Western blot analysis of uterine tissues. Using a primary antibody raised against deiodinase 
type 1 (DIO1), an immunoreactive band was consistently detected at 78 kDa (Figure 5A). 
This band was mainly detected in the cytosolic fractions from myometrium, fetal 
membranes and placenta from control women, while being barely detected in the 
myometrial cytosolic fraction from T4-treated women (Figure 5A, upper panel). 
Quantitative analysis revealed that DIO1 immunoreactive signal was significantly lower in 
placenta fractions from the T4-treated group as compare to the control group (p = 0.009).  
Albeit a similar tendency can be quantify in the myometrium and the fetal membranes, p 
values do not achieve significance (Figure 5B; p=0.057 and p=0.240, respectively). 
Together, these data suggest that DIO1 is expressed in the control tissues, but was 
consistently down regulated in the tissues recovered from the T4 treated patients.  
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Figure 5. Detection of Deiodinase type 1 (DIO1) in myometrial tissues obtained from 
control and levothyroxine-treated pregnant women. A) Cytosolic fractions from 
myometrium, fetal membranes and placenta were probed with specific antibodies against 
DIO1 (78 kDa) and β-actin (42 kDa). Note that residual detection of DIO1 immunoreactive 
bands was revealed in myometrial tissues from levothyroxine-treated women while DIO1 
was consistently detected in fetal membranes and placenta. B) Quantitative analysis of the 
relative DIO1 expression in the cytosolic fractions (DIO1/ β-actin density ratios). Bar 
histograms represent the mean ± SEM from six independent experiments, * p < 0.05 using 
a Student t-test. 
 
Modification of contractile responses using K
+ 
channel blockers. In order to modify the 
amplitude and time course of phasic contractions, specific (iberiotoxin) and non-specific K
+ 
channel blockers (BaCl2) have been used. The idea was to trigger contractile activity 
similar to those observed upon thyroid hormone treatments (as reported in Figure 1A and 
1C). Following a 30-min recording of basal activity (Figure 6A), cumulative addition of 50 
to 100 nM iberiotoxin (IbTx) induced positive effect on the amplitude of the phasic 
contractions from control uterine tissue. Moreover, concomitant addition of IbTx and 2 mM 
BaCl2 induced long lasting contractions with the appearance of a high-amplitude event 
followed by a sustained plateau. Data analysis was performed on typical recordings from 
this set of experiments. Upon additions of IbTx, there was a significant increase of the area 
under the curve (+ 58 %; Figure 6B). Hence, BaCl2 further increased the AUC (+ 556 %). 
Consequently, K
+
 channel blockers reduced K
+
 conductance of the myometrial cell 
membrane and indirectly reproduced the T4-treated group myometrial contractile activity 
(Figure 1A). In another set of experiments, 2 mM BaCl2 alone had a significant effect on 
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the AUC while this activity was abolished upon extracellular calcium removal (Figure 6B, 
right bars of the histogram).  
 
 
Figure 6. Effect of iberiotioxin (IbTx) and barium chloride (BaCl2) on the repetitive 
contractile activity of human uterine strip. A) Typical activity of a human myometrial 
strip recovered from a pregnant woman (control group). Following a 2 hour equilibration 
period, the basal activity was recorded prior to sequential additions of 50 and 100 nM IbTx 
and 2 mM BaCl2. Note the changes in amplitude and duration of the phasic contractions. B) 
Quantitative analysis of normalized AUC upon addition of K+ channel blockers. Note that 
the right bar histograms display the results from a distinct set of experiments in which 2 
mM BaCl2 was used in the presence of 2.2 mM or in absence of CaCl2. Data represents 
mean ± SEM. (n=12, * p < 0.05). 
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Figure 7A illustrates a typical recording following the 30-min basal activity period and 
after addition of 1 µM lemakalim, a KATP potassium channel opener. Lemakalim, which is 
known to activate KATP potassium channels, hyperpolarized the myometrial membrane 
potential and abolished the contractile activity (Morrison. 1993). This effect was reversed 
upon washout of the pharmacological compound. Hence, addition of 2 mM BaCl2 alone 
had a significant effect on the amplitude and duration of the repetitive contractions. 
Alternatively concomitant addition of BaCl2 and 1 µM lemakalim induced a high frequency 
rhythmic contractile activity. Quantitative analysis displayed in Figure 7B demonstrated a 
significant decrease of the mean AUC (- 91%) upon addition of 1 µM lemakalim (p=0.04), 
while 2 mM Ba
2+
 had a major positive effect on the AUC, which is likely related to a 
decrease in K
+
 conductance of the myometrial cell plasma membrane (Figure 7B). 
Altogether, these results suggest that modification of the K
+
 conductances largely modified 
the time course of the myometrial contractile activity.  
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Figure 7. Effect of lemakalim and barium chloride (BaCl2) on the repetitive 
contractile activity from human uterine strip. A) Typical recording of a human 
myometrial strip recovered from a pregnant woman (control group). 1 µM Lemakalim, a 
K+ATP channel opener, abolished the contractile activity. Following a 45-min wash-out 
period (W), 2 mM BaCl2 triggered long lasting phasic contractions, while concomitant 
addition of 2 mM BaCl2 + 1 µM Lemakalim induced a repetitive activity of high frequency 
when compared to the basal activity B) Quantitative analysis of K
+ channel opener and 
blocker on normalized AUC attests that changes in K+ conductance indirectly modified the 
human myometrial activity. Data represents mean ± SEM. (n=12, * p < 0.05).  
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DISCUSSION 
This study clearly demonstrates that myometrial contractile activities in vitro are 
significantly modified in the group of pregnant women T4-treated during their pregnancy, 
compared to the standard contractile activities recorded from the control group. Indeed, this 
is an original observation-driven project, in which significant modifications of contractile 
properties were delineated in myometrial strips from pregnant women treated by 
levothyroxine (T4). Results also demonstrate that upon acute addition of T3 in vitro, the 
duration of contractile events were increased, but not with addition of T4. Thus, T3 addition 
was able to partially mimick the effects of the chronic treatment.  
 
Physiological impact of T4 supplementation on uterine mechanical properties. In the 1980s, 
T3 nuclear receptors were identified in uterine nuclear fractions in both rats and humans 
(11, 18, 27). Since this discovery, the mode of action of Thyroxine (T4) and 
Triiodothyronine (T3) have been delineated in a number of organs. It has been proposed 
that thyroxine and triiodothyronine may control ionic conductances by genomic and non-
genomic effects (3). For instance, it has been reported that T3 increases Na-K-ATPase 
activity, Na
+
/H
+
 exchanger and membrane channel insertions (6). Moreover, T3 and T4 
display structural similarities with amiodarone, a potent class III anti-arrhythmic agent 
known for its pharmacological properties on K
+
 channels, which, among others, control the 
time course of mammalian cardiac action potential (19, 29, 31). The current results obtained 
in vitro in the presence of T3 (Figure 3) suggest a putative effect of T3 on K
+ 
conductance in 
uterine muscle cells, whereby changes in macroscopic ionic conductance could control the 
membrane potential and even amplitude and kinetics of contractile activities in myometrial 
strips (36).  
 
Chronic T4 treatment could be related to a reduction in K
+
 conductance. We have shown 
that addition of IbTx, which specifically blocks BKCa channels, significantly modified the 
amplitude and AUC of the basal activity of control strips. Moreover, BaCl2, which 
permeates through Ca
2+
 channels and blocks K
+
 channels, partially mimics the typical 
patterns consistently obtained with uterine biopsies from T4-treated patients. Despite the 
fact that we have not ruled out other putative intracellular modifications such as changes in 
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regulatory contractile proteins, uterine biopsies from T4-treated women displays a decrease 
of their surface membrane K
+
 conductance. In contrast, lemakalim, a KATP channels 
activator, which is likely hyperpolarizing the human uterine smooth muscle cells and 
abolishing the phasic contractions, represents a strong tocolytic, while barium enhances the 
amplitude and prolongs duration of contraction. Hence lemakalim partially counterbalances 
the potent inotropic effects induced by BaCl2. The tocolytic effect of lemakalim is 
concordant with previous data from the literature (15). Furthermore, barium significantly 
enhances the amplitude and increases duration of phasic contractions.  Altogether, our data 
suggests that, modifications of K+ conductance alter the contractile pattern of human 
uterine strips. in, which would indirectly explain the abnormal time course of uterine 
repetitive contractions in uterine biopsies from T4-treated women. Bearing in mind that 
BKCa and KATP potassium ion channels are involved in the control of membrane voltage, 
action potential duration and time-course of contractile events of human myometrial strips 
at term (1, 34) a reduced K
+
 conductance would result in action potentials of longer 
duration, which would induce a delayed relaxation and enhanced duration of the overall 
contractile events.  
Our current result would encourage us to assess the putative effects of T4 and T3 on the 
time course of action potentials recorded from myometrial strips using the classical 
microelectrode technique (10, 28) in order to confirm whether or not such changes in K
+
 
conductance could be induced by T3 and T4 and are indeed responsible for the observed 
prolonged contractile activities or alterations thereof. An alternative strategy would be to 
quantify the expression of various K
+
 channels ( and  subunits) or regulatory proteins of 
the contractile machinery using Q-PCR under various experimental conditions and 
physiological states (13). 
The original observation made on uterine strips from chronically T4-treated pregnant 
women at term is rather challenging. According to Parija and co-workers (30), a decrease in 
amplitude and an increase frequency of uterine contractions was demonstrated (in vitro) in 
a model of hypothyroid pregnant rates. In our study, we demonstrate and report the 
opposite effect since the contractile activity patterns from the T4-treated group were 
characterise by larger amplitude, increase duration and lower frequency. These 
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observations support our hypothesis that the contractile activity patterns delineated in the 
T4-treated group were likely due to the therapy and not to an underlying hypothyroidism.  
 
In vitro T4 treatment only affects frequency of uterine contractions. Our data show that 
acute T4 treatment reduced frequency of phasic contractions. In contrast, we found no effect 
of acute T4 treatment on either the amplitude or duration of contractions. This unexpected 
result may be explained by the short period of time allowed for the transformation of T4 in 
T3. Hence, it would take time for T3 to activate the genomic, transcriptomic and proteomic 
machineries to produce specific membrane or contractile regulatory proteins. Thus, T3 
could be responsible for the present effect. Indeed, the free T3, free T4 and TSH plasma 
concentration range in the first, second and third trimesters were respectively : 1.92-5.86, 
3.2-5.73 and 3.3-5.18 pM/l for T3, 12-19.45, 9.48-19.58 and 11.32-17.7 pM/l for T4 and 
0.6-5.0, 0.44-5.78 and 0.74-5.7 iU/ml for TSH (23).  
 
Underlying enzymology. Western blot analyses were thus performed to assess the presence 
of type 1 deiodinase, a selenoenzyme that converts T4 to T3. The presence of DIO1 was 
detected in myometrium, fetal membranes and placenta in both control and T4-treated 
groups. Although the immunoblot analysis demonstrated that DIO1 was decreased in the 
myometrium from T4-treated group, thus suggesting that T4 was poorly transformed in T3 
in uterine tissues from the T4-treated groups. Despite the presence of uterine type 1 
deiodinase in both groups, we cannot rule out the presence of type 3 deiodinase -known to 
be present in myometrium and endometrium- which could transform T4 in reverse 
triiodothyronine (rT3) in women, as previously reported (14). The prevailing presence of rT3 
would also explain the fact that acute addition of T4 had no effect on contraction 
parameters, except on frequency as demonstrated in our in vitro analysis. Considering that 
the TSH values were normal and that DIO1 expression was reduced in the pregnant 
myometrium from the T4-treated group (Table 2 and Figure 5), it would be of prime interest 
to further assess the complete thyroidian status during pregnancy to ensure a tighten follow-
up of patients prior delivery. 
Clinical considerations. The T4-treated population had a BMI of 33, representing a 
variation compare to the control group (BMI = 29). A previous study clearly demonstrated 
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that the basal uterine contractility of obese women is decreased, their myometrium (BMI ≥ 
30) contracted with less force (lower amplitude) and the Ca
2+
 influx of these women is 
decreased (37). We could therefore consider that the high mean BMI in our T4-treated 
patients did not influence the results because of the observed higher amplitude and duration 
in this group, which does not correlate with reported effects on myometrial contractions of 
obese women. In view of the challenging observations made, it would thus be of interest to 
set a clinical study in order to further extend the present data and to confirm these 
challenging results.  
 
In conclusion, the present study clearly demonstrates modifications in the contractile 
pattern of myometrial strips at the end of pregnancy retrieved from chronically T4-treated 
pregnant women. The present data clearly underscore the potential relevance of studying 
the clinical impact of levothyroxine administration during each pregnancy trimester as well 
as on labor outcomes, in light of the fact that hypothyroidism increases the risks for the 
fetus during pregnancy. Bearing in mind that levothyroxine treatment is acknowledged to 
be essential for fetal growth and development, a better management at end of pregnancy of 
such treatment may be helpful for the clinical management of labor in this particular group 
of women. 
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Levothyroxine treatment generates an abnormal uterine contractility patterns in an in 
vitro animal model. 
Auteurs de l’article : Stéphanie Corriveau, Simon Blouin, Évelyne Raiche, Marc-Antoine 
Nolin, Éric Rousseau et Jean-Charles Pasquier 
Statut de l’article : Article publié dans « Journal of Clinical & Translational 
Endocrinology », 2014 
 
Avant-propos : Ce travail teste un peu plus en profondeur l’observation fortuite réalisée 
dans l’article 3. L’idée et le protocole éthique animal ont été produits par la Dre Raiche et 
moi-même. J’ai réalisé la majorité des expérimentations et amélioré les protocoles tirés de 
la littérature. Les traitements hebdomadaires des rates sur 21 jours ont pu être administrés 
avec l’aide de M. Simon Blouin qui m’a offert une aide précieuse pour la contention des 
rates. M. Marc-Antoine Nolin a répliqué certaines expérimentations. Les discussions, les 
conclusions et l’écriture de l’article ont été révisées par Dr Pasquier et Dr Rousseau. 
 
Résumé : Nous avons démontré sur un modèle in vitro que les femmes enceintes souffrant 
d’hypothyroïdie et traitées à la T4 présentaient un patron anormal de contractions utérines. 
Des contractions utérines anormales peuvent conduire à une césarienne avec les risques 
chirurgicaux associés. À ce jour, aucune étude ne s’est intéressée à savoir si ces patrons 
étaient dus à l’hypothyroïdie ou à la T4. Cette étude évalue l’effet de l’hypothyroïdie et de 
son traitement sur les contractions utérines dans un modèle in vitro. Des rates Sprague- 
Dawley (N=22) ont été réparties en quatre groupes : 1) contrôle, 2) hypothyroïdie, 3) 
hypothyroïdie et avec une faible dose de T4 (20 µg/kg/jour) et 4) hypothyroïdie avec une 
forte dose de T4 (100 µg/kg/jour). Pour induire l’hypothyroïdie, les rates ont suivi une diète 
carencée en iode. Des mesures de tensions isométriques ont été réalisées in vitro sur des 
anneaux de myomètre dans des bains à organe isolé où des agents utérotoniques ont été 
testés en calculant les paramètres contractiles (amplitude, durée, fréquence, aire sous la 
courbe). Le bilan thyroïdien a confirmé un état hypothyroïdien et que l’administration de T4 
permettait d’améliorer leur statut thyroïdien. La condition d’hypothyroïdie réduit la durée 
et augmente significativement la fréquence des contractions tandis qu’à forte dose de T4, 
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une augmentation de la durée et une fréquence diminuée sont quantifiées. Ces résultats 
miment le patron anormal de contractions observé chez les femmes enceintes traitées à la 
T4. Nos données suggèrent donc que la modification de la réactivité myométriale est due au 
traitement à la T4 et ainsi une meilleure prise en charge des patientes est nécessaire durant 
la grossesse pour réduire le taux de césariennes de ce groupe particulier. 
 
ABSTRACT  
Abnormal uterine contraction patterns were recently demonstrated in uterine strips from 
pregnant women treated with Levothyroxine (T4). These abnormalities were correlated 
with an increased risk of C-section delivery and associated surgical complications. To date, 
no study has investigated whether uterine contractility is modified by hypothyroidism or T4 
treatment. Herein, we analyze the physiological role of T4 on uterine contractions.  
Female non-pregnant Sprague-Dawley rats (N = 22) were used and divided into four 
groups : 1) control, 2) hypothyroidism, 3) hypothyroidism treated with low T4 doses (20 
µg/kg/day) and 4) with high T4 doses (100 µg/kg/day). Hypothyroidism was induced by an 
iodine-deficient diet. Isometric tension measurements were performed in vitro on 
myometrium tissues in isolated organ baths. Contractile activity parameters were quantified 
(amplitude, duration, frequency and area under the curve) using pharmacological tools to 
assess their effect. Screening of thyroid function confirmed a hypothyroid state for all rats 
under iodine-free diet to which T4 was subsequently administered to counterbalance 
hypothyroidism. Results demonstrate that hypothyroidism significantly decreased 
contractile duration (- 17%) and increased contractile frequency (+ 26%), while high doses 
of T4 increased duration (+ 200%) and decreased frequency (- 51%). These results thus 
mimic the pattern of abnormal contractions previously observed in uterine tissue from T4-
treated hypothyroid pregnant women.  
Our data suggest that changes in myometrial reactivity are induced by T4 treatment. Thus, 
in conjunction with our previous observations on human myometrial strips, management of 
hypothyroidism should be improved to reduce the rate of C-sections in this group of 
patients.  
Keywords: Abnormal contractions, levothyroxine, non-pregnant rats, thyroid hormones 
and uterine contractility 
  106 
INTRODUCTION 
Thyroid dysfunction has been associated with pregnancy complications, including abortion, 
placental abruption, preterm birth and fetal distress during labor [1-4]. Recently, our 
research group observed dystonic in vitro uterine contractile patterns in uterine strips from 
pregnant women under T4 treatment for hypothyroidism during the entire course of their 
pregnancy. Uterine contractions of larger amplitude, longer duration and decreased 
frequency were observed in hypothyroid women treated with T4 compared to contractile 
activity in controls [5]. These results hence raise the issue of whether this modified 
contractile pattern is caused by hypothyroidism or T4 treatment. 
Thyroid disorders cause multiple uterine changes. At first, hypothyroidism influences 
uterine morphology. Inuwa et al. demonstrated that under hypothyroid condition, uterine 
horns of rats decrease in volume and weight, with a specifically notable decrease in the 
muscle layer [6]. Moreover, modifications in contractility have been established under 
thyroid dysfunction. T4 and T3 hormones are known to modulate the expression of ionic 
channels, pumps and regulatory contractile proteins. Kreuzberg et al. demonstrated that in 
atria from patients presenting latent hyperthyroidism, expression levels of L-type Ca
2+
 
channels were increased more than threefold [7] which may potentially be correlated with 
the increase in amplitude observed in myometrial contractile activity [5]. Moreover, thyroid 
hormones have been shown to influence calcium homeostasis and flux responsible for 
excitation and contractility, with T4 and T3 modulating its pharmacological control and 
secretion [8]. Therefore, uterine responsiveness to various uterotonic agents is significantly 
modified under thyroid disorders [9,10]. 
From a clinical standpoint, abnormal uterine contractions resulting in protracted labor can 
lead to C-section and increased maternal morbidity associated with surgical risk [11]. An 
epidemiological review of two cohort studies revealed a two-fold higher rate in C-section 
deliveries in pregnant women with hypothyroidism [12,13]. Interestingly, Sahu et al. also 
demonstrated a higher C-section rate in the hyperthyroidism group [13]. A better 
understanding of the origin of these abnormal patterns is thus needed in order to decrease 
the alarming rate of Cesarean sections in this particular population. 
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The aim of the present study was to analyze whether contractile activity is modified by 
hypothyroidism or T4 treatments as assessed by isometric tension measurement methods. 
The specific objectives were to confirm the hypothyroid status induced by an iodine 
deficiency diet and to quantify uterine contractile parameters and uterine reactivity to 
pharmaceutical agents under various thyroid states in timed non-pregnant rats. 
 
MATERIALS AND METHODS 
Animals 
Sprague-Dawley female rats (N=22) were obtained from Charles River Laboratories 
(Saint-Constant, QC, Canada). The experimental protocol (N
o
297-12) was approved by 
the Institutional Animal Research Ethics Review Board. The study conformed to the 
animal protection laws of the Animal Care and Use Committee of the Université de 
Sherbrooke (Sherbrooke, Québec, Canada) and to current Canadian Council for Animal 
Care (CCAC) guidelines. Non-pregnant rats were divided into four groups : 1) control, 
2) hypothyroidism, 3) hypothyroidism treated with low doses of Levothyroxine (T4) 
(20 µg/kg/day) and 4) with high doses of T4 (100 µg/kg/day). Control rats (group 1) 
were fed with standard diet (TD.120461, Harlan laboratories, Madison, WI) while the 
intervention rats were fed with iodine-free diet (TD.120460, Harlan laboratories, 
Madison, WI) for 12 weeks to induce hypothyroidism (groups 2-4) which was 
continued for four more weeks to allow screening of hypothyroid status and T4-
treatment. Food and water (iodine-free diet) were available ad libitum. The hypothyroid 
group treated with low (group 3) or high doses of T4 (group 4) were injected 
intraperitoneally every 24h hours with respectively 20 µg/kg/day and 100 µg/kg/day as 
previously described by Medeiros[9]. Blood samples were collected for thyroid 
function screening at week 12 and 16 following the initiation of either the control or 
iodine-free diet. Hysterectomy was performed under general anesthesia (isoflurane 2%) 
at the end of the treatment and the two uterine horns were placed in physiological 
Krebs’ solution until isometric tension measurements within no more than 1h. 
Tissue preparation and isometric tension measurements 
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Once collected, all uterine horns were dissected in rings and either placed in Krebs 
physiological solution at pH 7.4 containing the following: 118 mM sodium chloride, 25 
mM sodium bicarbonate, 11.1 mM glucose, 4.7 mM potassium chloride, 2.5 mM calcium 
chloride, 1.2 mM magnesium sulphate and 1.2 mM potassium phosphate (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO) or snap frozen (-80
o
C) for biochemical analysis. The myometrial rings were 
mounted in organ chambers (Radnoti Glass Tech., Monrovia, CA) between 2 inox wire 
stirrups for isometric tension recording. For each tissue, 1 stirrup was fixed to the bottom of 
the chamber, and the other was connected to an isometric force transducer coupled to 
Polyview software (Grass-Astro-Med Inc, West Warwick, RI). The organ chambers 
contained 7 ml of Krebs solution maintained at 37°C and continuously bubbled with a 
mixture of 95% oxygen / 5% carbon dioxide (pH 7.40) as previously described[14]. After a 
1h equilibration period, spontaneous contractile activity was recorded after which tested 
agents were sequentially added. 
 
Biochemical techniques 
ELISA assays were performed using a standard rat Thyroxine (T4) and T3 ELISA kit 
according to the manufacturer’s protocol (Neobiolab, Cambridge, MA). Western blot 
analysis was performed exactly as previously described [5]. 
 
Drug and Chemicals 
T4 was dissolved in saline solution (Medical grade; Hospira, CA) at pH 8 and stored at 4
o
C 
for a maximal period of 1 week. The solution was sterilized before animal administration. 
All chemicals were purchased from Sigma (St-Louis, MO). Antibodies including rabbit 
antiserum raised against DIO1, OXTR and β-actin proteins were purchased from Abcam 
(Cambridge, MA).  
 
Data and statistical analysis 
Contractile activities were quantified by calculating the amplitude, the duration, the 
frequency and the area under the curve over 10-min periods using Sigma Plot 12.0 (SPSS-
Science, Chicago, IL). The effects of the pharmacological agent, methacholine (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), were corrected for the effect of the vehicle (aqueous solution). 
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Results are expressed as means ± S.E.M. Statistical analyses were performed using 
Student’s t test with p < 0.05 considered as statistically significant. 
 
RESULTS 
Effects of iodine-free diet on plasma T3 and T4 concentrations  
Figures 1A and B display the plasma levels of T3 and T4 thyroid hormones in the four 
different groups, quantified by ELISA. In rats fed 12 weeks with the iodine-free diet, a 
significant decrease in the levels of both T3 and T4 was observed when compared to the 
control group fed with standard diet (p < 0.001; p = 0.009). In the group treated with low 
doses of T4, an increase in T4 levels was observed (p = 0.02) while T3 levels remained 
virtually similar to the control group (p = 0.19). Rats treated with high doses of T4 
displayed a significant increase in both T3 and T4 circulating concentrations compared to 
the non-treated hypothyroid group (p < 0.001 and p = 0.004, respectively) and a significant 
increase in T4 levels when compared to the control values (p = 0.03). 
 
Detection of deiodinase type 1 in uterine tissue 
The deiodinase type 1 (DIO1) is responsible for the conversion of T4 into its active T3 
form. In keeping with a previous study which showed the presence of this isoform in 
uterine tissues [5], DIO1 protein was quantified by Western blotting. Using a primary 
antibody raised against DIO1 (Santa Cruz, CA), an immunoreactive band of 78 kDa was 
consistently detected in all tested cytosolic samples while a 42 kDa band was detected 
using β-actin antibody (Figure 1C). According to mean immunostaining levels, this 78 kDa 
band was predominantly detected in the myometrium from the group treated with high 
doses of T4 (Figure 1D; p = 0.03).  
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Figure 1. Screening of thyroid function to confirm hypothyroid status. ELISA were 
performed to measure T3 (A) and T4 (B) concentrations (N = 6/group). (C) Detection of 
Deiodinase type 1 (DIO1) in uterine tissues obtained from control, hypothyroid and 
levothyroxine (T4)-treated non-pregnant rats. (D) Western blot quantification. This figure 
is representative of 5 identical experiments. * p < 0.05 
 
Spontaneous contractile recordings 
Figure 2 displays typical recordings of spontaneous contractile activities. The typical 
pattern obtained with uterine tissues from the control group showed rhythmic activities 
with a contraction phase followed by a rapid relaxation phase (Figure 2A). In the 
hypothyroid group, this relaxation ability was partially lost, which translated into a higher 
frequency and a change in apparent basal tone (Figure 2B). In the group treated with low 
doses of T4, the contraction patterns recovered their rhythmicity, similar to that recorded in 
the control group (Figure 2C). In contrast, the contractile patterns of the group treated with 
high doses of T4 displayed abnormal but consistent contractile activity with a major 
increase in duration and a decrease in frequency (Figure 2D). 
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Figure 2. Spontaneous in vitro uterine contractile activity in control, iodine-deficient 
and T4-treated non-pregnant rat groups. Typical recordings in control (A), under iodine 
deficiency (B) and in 20 µg/kg (C) and 100 µg/kg (D) levothyroxine (T4)-treated rats under 
iodine deficiency conditions.  
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Analysis of contractile parameters 
The mean maximal amplitude of contractions was 0.89 ± 0.08 g, 0.90 ± 0.06 g, 0.99 ± 0.12 
g and 0.66 ± 0.08 g for groups 1 to 4, respectively (Figure 3A). No significant changes 
were observed between groups 2 to 4, when compared to the control group (p = 0.74; p = 
0.42 and p = 0.10, respectively). However, the time to peak of contractions was 
significantly increased in the group treated with high doses of T4 (49.7 ± 5.8 s) compared 
to the control group (27.8 ± 1.2 s) while the time to peak was reduced in the 
hypothyroidism group (24.0 ± 1.1 s) compared to the control group (Figure 3B; p < 0.05). 
The same increase was also observed for duration to 90% of relaxation (Figure 3C). In the 
control group, a mean duration of 48.3 ± 1.5 s was recorded while the hypothyroid state 
induced a decrease in duration (40.6 ± 2.1 s). Conversely, a dose-dependent increase in the 
duration was recorded in the groups treated with low (64.6 ± 12.8 s) and high doses of T4 
(148.8 ± 24.4 s) compared to the control group. Finally, contractile frequency was 
increased in the hypothyroid group while a net decrease was observed under high doses of 
T4 (Figure 3D). The frequency determined in the low T4 dose-treated group remained 
similar than to that observed in the control group. 
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Figure 3. Modifications in uterine contractile parameters in control, iodine-deficient 
and T4-treated non-pregnant rat groups.  The amplitude (A), time to peak (B), duration 
to 90 % relaxation (C) and frequency (D) were quantified in the four experimental groups 
(n = 36/group). * p < .05 
 
Uterine reactivity 
The expression levels of the oxytocin receptor were determined in order to assess uterine 
reactivity between the four groups. As can be seen in Figure 4A, using a specific antibody, 
the oxytocin receptor was detected in all protein fractions. However, semi-quantitative 
analysis (Figure 4B) revealed a higher expression level for the pregnant group, used as a 
  114 
positive control, compared to all four non-pregnant groups (p < 0.001). Oxytocin 
concentration-response curves were also performed, although are not shown due to the 
small reactivity of non-pregnant uterine tissues compared to pregnant uterine tissues. There 
were no differences detected between the 4 groups following analysis of the area under the 
curve. 
 
Figure 4. Oxytocin receptor detection. (A) Western blot analysis confirmed a lower 
expression of the receptor in non-pregnant rats compared with pregnant rats. The obtained 
membrane fractions from pregnant rats were used as a positive control. (B) Quantitative 
analysis of the OXTR/β-actin ratio (n = 5). 
 
Figure 5 illustrates cumulative concentration response curves (CCRC) to methacholine 
(MCh) in order to assess the effect of low and high doses of T4 treatment on myometrial 
responsiveness to a specific uterotonic compound. A greater than two-fold increase was 
recorded for MCh in the hypothyroid group compared to the reactivity of the control group 
(p = 0.002). Following T4 treatments (20 and 100 µg/kg/day, respectively), a dose-
dependent reversing effect was observed. These results suggest that thyroid status 
modulates both uterine contractility and pharmacological reactivity. 
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Figure 5. Non-pregnant rat uterine responsiveness to methacholine. Cumulative 
concentration-response curves to methacholine in control and hypothyroid condition in the 
absence or presence of low or high doses of T4 (n = 6-8/group). * p < .05 when compared 
to the control group. 
 
DISCUSSION 
This is the first in vitro study demonstrating the effect of T4 treatments on uterine 
contraction patterns during a hypothyroid state. In contrast to that recorded in the 
hypothyroid group, larger contractions with a decreased frequency of phasic contractions 
were observed in the group treated with 100 µg/kg/day of T4. This specific observation 
corroborates the first evidence showing an abnormal in vitro uterine contraction pattern in 
women with hypothyroidism and treated with T4 [5]. 
Animal model 
While the present analysis succeeds in establishing whether this particular abnormal pattern 
is caused by hypothyroidism or its treatment, some limitations remain. One of the 
limitations of the present model is the absence of gestational status. It is well known that a 
hypothyroid condition increases infertility and being able to conceive under a hypothyroid 
state constitutes a genuine achievement [2,15]. However, a pseudo-induction of 
decidualization is nonetheless achievable [16], although the latter has not been tested for its 
effects on uterine contractility. Despite this absence of a pseudo- or gestational status, the 
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purpose of the study was to analyze the effect of hypothyroidism and its treatment on 
uterine contractility which was easily achieved in our non-pregnant model. Moreover, a 
study comparing gravid and non-gravid rats reported no obvious difference in myosin and 
functional properties of uterine tissues, i.e. in vitro uterine contractility [17]. Our research 
group has also already demonstrated that spontaneous activities were obtained in both types 
of myometrial tissues [5]. For these reasons, this study was conducted using non-pregnant 
rat myometrium and this current animal model easily provides a better understanding of the 
specific effect of thyroid disorders on myometrial contractility in vitro. 
Hypothyroidism induced by a 12-week iodine-deficient diet was confirmed, as evidenced 
by a substantial decrease of over 40% in T3 and T4 circulating levels compared to the 
control group (- 61% and - 40%, respectively). Using methimazole, Parija et al. also 
achieved similar observations, with an approximately 50% decrease in both T3 and T4 
plasma levels [18]. Since DIO1 is responsible for the conversion of T4 in T3, it was 
therefore important to ensure that the treated rats were able to generate the active 
metabolite T3. Results indeed confirmed the presence of the enzyme in all tested groups of 
rats. Moreover, an enhanced immunoreactive band was quantified in the high-dose T4-
treated group, likely induced as the result of the high level of circulating T4, synthesis of 
T3 and activation of nuclear thyroid hormone receptors.  
Effect of thyroid disorders on uterine contraction patterns 
Altogether, the data collected from non-pregnant rats show that thyroid disorders induced a 
modification in uterine contractile patterns. A dose-dependent effect was indeed observed 
on the measured contractile parameters in all three intervention groups. Both 
hypothyroidism and excess T4 demonstrated distinctive abnormal contractile modifications. 
On the one hand, results demonstrate that hypothyroidism decreased both time to peak and 
duration to 90% relaxation, while increasing the frequency of contractile activity. Parija et 
al. also demonstrated an increased frequency of spontaneous rhythmic contractions in 18-
day pregnant rat uterus [19]. In contrast, when the hypothyroid rats were treated with high 
doses of T4 (100 µg/kg/day), a substantial increase in the duration of phasic contractions 
along with a decrease in frequency were observed. Of note, in the hypothyroid rats group 
treated with low T4 doses (20 µg/kg/day), analysis of the contractile pattern revealed a 
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return to baseline values. These results could be extended to the modifications observed on 
the in vitro contractile activity in pregnant women presenting hypothyroidism under T4-
treatment, which displayed an increased duration and a decreased frequency (Corriveau et 
al., 2013). Our data hence suggest that the abnormal changes in myometrial reactivity of 
the uterine tissues are likely related to T4 supplementation.  
This effect of T4 treatment could be explained by the action of thyroid hormones on ionic 
channels. An elevation in calcium channel mRNA expression has been demonstrated in 
atrial cells under hyperthyroid conditions [7]. As a result, the expression of K+ channels, 
SERCA and ionic pumps are modified. Moreover, uterine activity after acute muscarinic 
agonist treatment (concentration increments of methacholine) was shown herein to be 
enhanced in hypothyroid condition. Female rats treated with high doses of T4 furthermore 
showed a decreased reactivity to this uterotonic agent.  
In summary, the present study establishes that abnormal uterine contraction patterns can be 
observed under hypothyroidism with and without T4 treatments. These findings putatively 
explain the atypical contraction pattern observed in vitro in pregnant women treated with 
T4 to counterbalance a hypothyroid condition. Our current observations, obtained in an in 
vivo rat model, lead us to propose the translational hypothesis that a better management of 
this group of pregnant women may help avoid abnormal labor patterns which could cause a 
higher rate of C-sections in this particular population. A specific intervention aimed at 
improving the adjustment of T4 administration at the end of pregnancy would help in 
solving this issue.  
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RÉSULTATS SUPPLÉMENTAIRES 
Afin de répondre à l’objectif # 3 (Partie 1), l’effet de la LXA4, une molécule dérivée du 
métabolisme des 5-LO à partir de l’acide arachidonique, a été testé sur la contraction 
utérine in vitro. 
Détection du récepteur à la LXA4 
Afin de déterminer si l’effet de la LXA4 sur son récepteur est possible, nous avons 
confirmé la présence de ce dernier dans les tissus de la sphère utérine. Par une analyse 
d’immunobuvardage de type Western, nous avons détecté le récepteur ALXR dans le tissu 
utérin, les membranes fœtales et le placenta. Une bande immunoréactive a été détectée à 39 
kDa dans toutes les fractions microsomales (Figure 9A). La Figure 9C illustre la 
quantification du ratio de détection en fonction de la densité de la protéine β-actine 
exprimée de manière constitutive (42 kDa). Une légère augmentation non significative des 
niveaux d’immunodétection de ALXR au niveau du placenta est observée (p = 0.11; n = 4).  
 
Effet tocolytique de la LXA4 
Analyse des paramètres contractiles 
Le tissu utérin provenant de biopsies utérines ont été maintenues en culture pendant 24 h 
dans un milieu de culture contenant du DMEM-F12 (ctrl), en présence de 10 ng/ml TNF-α 
en absence ou en présence d’un traitement de 300 nM LXA4. L’analyse des paramètres des 
contractions utérines révèle un effet différentiel dans les trois groupes (p < 0.001; Tableau 
1). Une diminution du temps d’initiation de la première contraction dans le groupe TNF-α 
(34.4 ± 6.3 minutes) comparativement au groupe contrôle (112.4 ± 10 minutes) est 
quantifiée. À l’inverse, cette durée tend à revenir à des valeurs normales après le traitement 
à la LXA4 (67.8 ± 5.7 minutes). Une augmentation de la fréquence de 3.8 fois plus élevée 
que la fréquence des contractions phasiques en comparaison avec le groupe contrôle a été 
déterminée (5.99 CU/h vs 1.59 CU/h; Tableau 1). À une concentration aussi faible que 300 
nM, la lipoxine A4 diminue de 49 % la fréquence des contractions comparativement au 
groupe traité avec le TNF-α (3.05 CU/h; Annexes, Tableau 1). 
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 Figure 9. Détection du récepteur à la LXA4 
Détection du récepteur ALXR dans les fractions provenant des tissus utérins, des 
membranes fœtales et du placenta de femmes à terme et sans travail (TNL). Le ratio de 
densité du récepteur est normalisé au niveau de β-actin (n = 4). *p <0.05 
 
Tableau 1. Données des paramètres contractiles après traitement au LXA4.  
 
 
Le tissu utérin a été cultivé 24 h dans un milieu de culture contenant du DMEM-F12 (ctrl), 
en présence de 10 ng/ml TNF-α en absence ou en présence d’un traitement de 300 nM 
LXA4 (n = 6-12). Les données représentent les moyennes ± SEM. p < 0.05 est considéré 
significatif en utilisant un test de Kruskal-Wallis. 
 
Ctrl 10 ng/ml TNF-α  + 300 nM LXA4
Mean ± SEM Mean ± SEM Mean ± SEM p  values
Delay to first spontaneous contraction (min) 112.4 ± 10.01 34.38 ± 6.30 67.80 ± 5.70 < 0.001
Amplitude (g) 0.60  ± 0.10 1.54 ± 0.95 0.55 ± 0.58 NS
Time to peak (s) 8.93 ± 15.47 49.43 ± 24.27 78.15 ± 23.22 NS
Duration to 90 % relaxation (s) 68.8 ± 119.16 154.32 ± 64 173.21 ± 41.16 NS
Frequency (h) 1.59 ± 1.03 5.99 ± 3.76 3.05 ± 2.39 0.002
Group 
Contractile parameters
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Analyse de l’effet tocolytique 
La lipoxine A4 produit un effet tocolytique de 23.86 % en condition basale (effet résiduel 
de l’aire sous la courbe : 76,14 ±14.29 % en comparaison à l’activité basale; p < 0.05). En 
revanche, l’effet de la LXA4 atteint 50.47 % en condition inflammatoire (effet résiduel de 
l’AUC : 49,53 ± 15,18%; p < 0.05). La présence d’une condition inflammatoire permet 
donc d’amplifier cette diminution globale de l’aire sous la courbe de l’activité contractile 
myométriale (Figure 10A). De plus, le TNF-α augmente la réactivité utérine à l’ocytocine 
alors qu’en présence de LXA4 une réduction la réactivité utérine à l’ocytocine est quantifiée 
(Figure 10B).  
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Figure 10. Effet pharmacologique du LXA4.  
Des mesures de tension isométrique ont été réalisées à partir de biopsies utérines en 
condition basale prélevées lors de césarienne de femmes enceintes à terme sans travail 
(TNL). Ces biopsies ont été mises en culture 16h dans un milieu de DMEM-F12 avec 1 % 
de pénicilline/streptomycine. Le TNF-α a été ajouté de manière à mimer une inflammation 
et comparé aux bandelettes contrôles. A. L’effet d’un traitement de 24h au LXA4 a été 
mesuré sur l’aire sous la courbe à 0.3 µM. B. L’effet d’un prétraitement de 24h heures avec 
0.3 µM de LXA4 et de 10ng/ml de TNF-α sur la réactivité utérine à des concentrations 
croissantes d’ocytocine (0.1, 0.3 et 1 µM) a été quantifé en normalisant l’aire sous la 
courbe sur des périodes de 20 minutes (n = 8-12 / groupe). * p < 0.05  
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DISCUSSION 
1. Synthèse 
Dans cet essai, nous avons d’abord étudié un antagoniste des récepteurs aux cys-LTs, un 
anti-inflammatoire, et sa capacité à moduler la contractilité utérine. Pour répondre à 
l’objectif 1, cet anti-inflammatoire, le Montélukast, a été testé dans un premier temps en 
condition basale au niveau du myomètre de femmes enceintes à terme. Un effet relaxant 
maximal de 74 % à 3 µM (la concentration la plus élevée testée) a été quantifié. Le 
récepteur aux cysLTR1 a été détecté, par immunobuvardage, dans l’ensemble de la sphère 
utérine, c’est-à-dire dans le myomètre humain, dans les membranes fœtales et au niveau du 
placenta. On remarque que son niveau de détection est supérieur dans les membranes 
fœtales que dans le placenta. L’antagoniste spécifique de ce type de récepteur, le 
Montélukast, a été testé in vitro et démontre des propriétés tocolytiques nettes et 
cohérentes. De plus, il a un effet additif à celui de la Nifédipine sur le myomètre de femme 
enceinte à terme. Nous avons déterminé qu’une partie de son effet passe par une diminution 
de la sensibilité au calcium (EC50 654 vs 403 nM, en présence de Montélukast versus en 
condition contrôle). Les leucotriènes D4, agonistes de meilleure affinité pour le cysLTR1, et 
le LTB4, agoniste du récepteur BLT, ont aussi été testés pour confirmer leurs effets 
procontractiles sur l’utérus humain (Annexes, Figure 13). Ainsi, en prétraitant avec le 
LTD4, le Montélukast abolit l’effet du LTD4. Le Montélukast semble avoir un effet 
tocolytique amplifié sur les bandelettes provenant de femmes à terme en travail actif en 
comparaison avec celles provenant de femmes sans travail (61 % vs 51 %). Cet effet du 
Montélukast est encore plus marqué sur les bandelettes qui proviennent de femmes en 
condition de prématurité spontanée (travail actif avant terme; p = 0.008; Annexes, Figure 
14). À la suite de l’ajout de 1 µM de Montélukast dans les bains d’organe isolé sur ces 
bandelettes, une diminution de 80 % de l’aire sous la courbe de l’activité contractile 
spontanée est quantifiée. 
 
Ayant établi que le Montélukast est plus efficace en condition de prématurité spontanée, 
nous avons testé le Montélukast en condition proinflammatoire dans un modèle in vitro de 
rates gestantes. Donc, pour répondre à l’objectif 2, une inflammation péritonéale a été 
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induite chez des rates gestantes en absence ou en présence du traitement anténatal 
Montélukast. L’activité contractile a été mesurée in vitro et elle était augmentée en 
condition proinflammatoire (+ LPS) alors qu’en présence de Montélukast une réduction des 
valeurs moyennes des paramètres contractiles est observée. De plus, le Montélukast 
permettait la réduction du syndrome inflammatoire maternelle quantifié par 
l’immunodétection de certains marqueurs inflammatoires (TNF-α, COX-2, 5-LO, PPARγ). 
Afin de proposer le montélukast comme une stratégie thérapeutique, nous l’avons comparé 
à la nifédipine. Nous avons démontré que le traitement anténatal au Montélukast permettait 
une augmentation de l’effet tocolytique de la Nifédipine alors qu’il abolissait complètement 
l’effet de l’ocytocine dans notre modèle animal de rate gestante en condition inflammatoire. 
Ces résultats d’abolition de la réactivité contractile à l’ocytocine en présence de 
Montélukast ont été confirmés dans le modèle humain en condition basale. Après un 
prétraitement de 2h au Montélukast, une diminution significative de réactivité contractile à 
l’ocytocine était observée (diminution de 36 %; Article 2, Supplementary data). Un 
prétraitement au LTD4 pendant 2h a aussi été réalisé afin de démontrer que la présence de 
l’agoniste (récepteur au cysLTR1) permet aussi de stimuler la réactivité contractile à 
l’ocytocine (0.1 µM, Annexes, Figure 15). Pour valider l’effet du Montélukast sur la durée 
de la gestation, le même modèle a été utilisé. Toutefois, les rates gestantes ont accouché de 
manière vaginale et 3 rates Montélukast sur 9 ont subi un rallongement de la durée de 
gestation (Annexes, Figure 16).  
 
Pour répondre à l’objectif 3, nous avons testé les effets de la lipoxine A4, un médiateur anti-
inflammatoire dérivé du métabolisme des 5-LO, sur des bandelettes utérines humaines en 
condition basale. D’abord, son récepteur (ALXR) a été détecté dans l’ensemble des tissus 
de la sphère utérine (Figure 9). Par la suite, son effet a aussi été démontré dans un modèle 
inflammatoire de mise en culture des bandelettes utérines en présence de 10 ng/ml de TNF-
α. À une concentration aussi faible que 300 nM, la lipoxine A4 augmente le délai 
d’initiation de la première contraction spontanée de 1.9 fois et diminue la fréquence des 
contractions comparativement au groupe traité avec le TNF-α (diminution de 49 %; 
Tableau 1). La présence d’une condition inflammatoire permet aussi d’amplifier la 
diminution globale de l’aire sous la courbe de l’activité contractile spontanée in vitro 
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(Figure 10). En somme, nous avons démontré que l’inflammation présente dans les cas de 
prématurité spontanée est associée à une augmentation des paramètres contractiles et que le 
Montélukast permet de moduler à la baisse la contraction utérine et représente donc une 
stratégie thérapeutique potentielle. 
 
Par ailleurs, dans l’optique d’évaluer la capacité des hormones thyroïdiennes, comme 
facteur hormonal, à moduler la contraction utérine, nous avons d’abord reproduit et 
quantifié l’observation fortuite réalisée au début de la mise au point un modèle in vitro 
humain comprenant, à ce moment, plus de 100 biopsies utérines prélevées pendant des 
césariennes (cohorte de 275 patientes). Nous avons découvert une modification du décours 
du patron de la contraction myométriale chez des patientes avec i) une hypothyroïdie et ii) 
la prise de T4 en fin de grossesse. Ce patron unique d’activité in vitro présente des valeurs 
d’amplitude et de durée des contractions augmentées alors que leur fréquence est diminuée. 
Ces données suggèrent que ces anomalies pourraient être dues à l’effet de la Levothyroxine 
et que des fréquences de rythmicité très basse pourraient conduire à un taux de césarienne 
supérieur. Pour pouvoir démontrer que la Levothyroxine peut induire cette anomalie de 
contractions utérines et ainsi distinguer cet effet de l’hypothyroïdie sous-jacente, un modèle 
animal de contractilité in vitro sur des utérus de rates non gestantes a été mis au point. Ce 
modèle permet l’étude de la physiopathologie de l’hypothyroïdie, mais aussi d’étudier le 
rôle modulateur de son traitement sur la contractilité myométriale. Les données in vitro en 
condition d’hypothyroïdie (sans traitement à la T4) démontrent une diminution de 
l’amplitude, de la durée et une accélération de la fréquence par rapport au groupe contrôle. 
Le patron dénoté est inversé par rapport aux données chez la femme hypothyroïdienne 
traitée à la T4 durant la grossesse et celui reproduit chez les rates lors de l’administration de 
forte dose de T4 en condition d’hypothyroïdie. Pour répondre à la question de l’implication 
de la T4 sur les taux de césarienne élevés, une étude clinique rétrospective sur plus de 8160 
patientes a été réalisée (Annexes, Tableau 4). Cette analyse démontre un taux de césarienne 
deux fois plus élevé dans le groupe de patientes traitées à la T4 comparativement aux 
patientes ne prenant pas de T4 (33,4 vs 14,4 %). En somme, les hormones thyroïdiennes 
modifient le patron d’activité contractile utérine tel que mesuré in vitro et il modifie à la 
hausse le taux de césarienne. 
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2. Pertinence, innocuité et limitation du modèle humain in vitro 
Historique et pertinence  
Depuis de nombreuses années, les bains à organes isolés sont utilisés avec des biopsies 
utérines à des fins de recherche afin d’apporter de nouvelles connaissances sur la 
compréhension du travail de l’accouchement. Dès 1960, les bains à organe isolé ont été 
utilisés pour mieux comprendre la régulation de la contractilité myométriale et le couplage 
pharmaco-mécanique en testant l’effet de différents agents utérotoniques sur l’activité 
contractile utérine tels que l’ocytocine et les prostaglandines. Dans les années 1965, 
l’apparition de la tocolyse en clinique permet un avancement important dans la 
caractérisation in vitro de différents agents pharmacologiques autant utérorelaxant (ex. 
MgSO4) qu’utérotonique (ex. interactions entre prostaglandines et ocytocine). Avec 
l’introduction de la Nifédipine en 1977, une panoplie de bloqueurs de canaux calciques ont 
été testés afin de connaitre leur puissance et le meilleur analogue. D’autres agents 
utérorelaxants seront alors étudiés pour moduler à la baisse la contractilité utérine. Les 
bains d’organes ont aussi évalué la propriété d’agents utérorelaxants et d’agents stimulant 
les contractions utérines, ceux-ci ayant des rôles légèrement secondaires au retrait de la 
progestérone et à l’effet de l’ocytocine qui se retrouvent au premier plan dans l’initiation 
des contractions utérines. Dans les années ’80, les propriétés des leucotriènes ont été ainsi 
testées et ces résultats démontrent qu’ils sont impliqués dans la modulation de contraction 
utérine lors du travail actif. En 2011, Quenby et coll. démontrent que l’activité contractile 
in vitro provenant d’une biopsie utérine est le reflet de l’indication de césarienne de la 
patiente. Ce modèle in vitro est donc représentatif de la réalité clinique (Quenby et al., 
2011). Toutefois, la limitation la plus importante reste l’absence de l’organe entier et donc 
des interactions entre les membranes fœtales et le placenta de même que l’absence du 
cocktail hormonal caractéristique de la grossesse.  
 
Validation de l’innocuité du modèle humain in vitro 
Lors d’une revue exhaustive de la littérature, aucune étude n’a évalué l’innocuité des 
biopsies utérines humaines prélevées lors de césarienne à des fins de recherche, entre autre 
dans le modèle in vitro de bain d’organe isolé. Par ailleurs, il est important de mentionner 
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qu’aucun cas indésirable n’a été rapporté dans la littérature. Il devenait donc essentiel de 
déterminer si les biopsies utérines humaines réalisées à des fins de recherche étaient 
sécuritaires. Afin de déterminer l’innocuité des biopsies utérines, une étude transversale a 
été réalisée et a permis d’analyser les éventuelles complications subséquentes aux biopsies 
utérines lors de césariennes électives. Plus spécifiquement, nous avons évalué l’incidence 
des hémorragies durant les césariennes et analysé comme critère de résultats secondaires 
l’incidence des infections postopératoires et la durée de l’hospitalisation. Dans le cas d’un 
accouchement subséquent, nous avons évalué l’incidence d’accouchement vaginal après 
césarienne (AVAC). Dans la période de mai 2009 à août 2014, nous avons identifié 860 
femmes qui ont eu une césarienne élective au CHUS. Parmi ces femmes, 300 avaient 
accepté de participer à l’étude de cohorte EAU II et avaient eu une biopsie utérine. Les 
autres ont été analysées comme des témoins puisqu’aucune biopsie utérine n’avait été 
réalisée (N=560). Sur l’ensemble de ces cas et témoins, des critères d’inclusion et 
d’exclusion ont été appliqués. Les femmes devaient avoir atteint la majorité, un âge 
gestationnel entre 37 et 40 semaines, une grossesse unique, une absence de travail actif, 
d’infection initiale, de saignement au troisième trimestre et avoir une césarienne élective 
entre mai 2009 et août 2014 au CHUS. Les patientes étaient exclues pour un antécédent de 
prématurité, une prééclampsie ou du diabète ou avoir eu une biopsie utérine antérieure. 
Après l’application de ces critères, 243 femmes exposées et 347 non-exposéess ont été 
comparés et analysés par un test statistique d’équivalence ou lors d’une différence en 
utilisant un test du Khi-carré ou t-student (p < 0.05). Les données démographiques sont 
présentées dans le Tableau 6 (Annexes; Tableau 6). Il n’existe pas de différence sur 
l’incidence des hémorragies lors de la césarienne entre les cas et les témoins et il est 
possible de conclure que les groupes sont comparables avec une valeur seuil de 2.5 % 
(Annexes, Tableau 7). Une diminution du séjour de l’hospitalisation a été quantifiée dans le 
groupe intervention (biopsie utérine) alors qu’aucune différence significative n’a été 
soulevée entre les groupes lorsqu’on s’intéresse aux issues secondaires relatives aux 
infections. Il faut rester prudent sur ces résultats puisque même si la taille de l’échantillon 
est suffisante, ce dernier résultat peut être attribuable à un biais de sélection. En effet, le fait 
que les biopsies utérines raccourcissent la durée du séjour n’est pas plausible cliniquement 
bien que les résultats soient statistiquement significatifs (Annexes, Tableau 8). Ce résultat 
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n’est donc pas considéré cliniquement significatif. Un biais de sélection peut en être la 
cause; car les femmes qui ont participé à l’étude sont plus ouvertes à l’idée d’une 
participation à un projet de recherche et leur niveau de stress relatif à la procédure 
chirurgicale pourrait être plus bas. Un stress inférieur pourrait favoriser une récupération 
rapide. Par ailleurs, il serait intéressant de poursuivre l’analyse sur une plus grande cohorte 
pour évaluer l’impact de la biopsie sur la rupture utérine qui est un évènement trop rare 
pour avoir été évalué dans le présent cas (aucune cas de rupture utérine n’a été rapporté 
chez les femmes exposées ou non-exposées). 
Certaines femmes de cette cohorte ont eu un accouchement subséquent dans la même 
période (42 femmes exposées et 61 femmes non-exposées), les différences entre les 
groupes ont pu être analysées avec un test exact de Fischer (p < 0.05). Il n’y a pas de 
différence entre les deux groupes sur l’incidence d’AVAC (Annexes, Tableau 9). Ces 
données semblent confirmer l’innocuité des biopsies. Néanmoins, une augmentation de la 
taille d’échantillon sera nécessaire pour atteindre la puissance statistique de 80 %. En 
somme, l’ensemble de ces données démontre que le prélèvement de biopsies utérines à des 
fins de recherche est une procédure sécuritaire qui n’est pas associée à des complications 
péri- ou post-opératoires. Nous sommes les premiers à avoir établi l’innocuité des biopsies 
utérines. 
Limitation du modèle humain in vitro 
L’utilisation du modèle humain in vitro s’apparente à la physiologie utérine in vivo et donc 
est d’une grande pertinence scientifique pour mimer la physiologie du travail de 
l’accouchement et pour acquérir de nouvelles connaissances pharmacologiques 
obstétricales. Comme chaque fibre est son propre contrôle, il est ainsi possible de limiter en 
partie la variabilité interindividuelle. Nous n’avons pas démontré de différences 
significatives quant aux données démographiques entre les groupes de patientes (Annexes, 
Tableau 2) et ainsi nous pouvons établir que les quatre groupes à terme ou préterme, en 
absence ou en présence de travail actif sont comparables. Des femmes multipares ont été 
incluses dans cette cohorte et selon le Tableau 3 (Annexes), il est possible d’observer que la 
majorité d’entre elles avaient déjà eu une césarienne antérieure et avaient refusé 
l’accouchement vaginal subséquent (refus d’AVAC). Du tissu cicatriciel a ainsi pu être 
obtenu puisque l’incision est pratiquée sur le segment inférieur généralement au même 
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endroit que la cicatrice de la césarienne antérieure. Pour pallier à cette limitation, les 
biopsies ont été observées sous loupe binoculaire par le même expérimentateur et une 
biopsie cicatricielle a été montée dans les bains d’organes isolés. Aucune contraction 
utérine n’a été observée différenciant bien le tissu cicatriciel des tissus normaux.  
 
3. Modulation de la contractilité myométriale par la composante inflammatoire 
Effet du TNF-α sur la contractilité myométriale 
Le TNF-α est une cytokine exprimée dans les situations inflammatoires 
physiopathologiques associées à la prématurité spontanée. Pour déterminer si la 
composante inflammatoire module directement la contraction utérine, les paramètres 
contractiles ont été comparés entre la condition contrôle et la condition inflammatoire (10 
ng/ml de TNF-α). Dans le modèle de mise en culture des tissus utérins humains, le TNF-α 
raccourcit le temps d’initiation des premières contractions utérines alors qu’il augmente de 
3.8 fois la fréquence des contractions phasiques. Ces données concordent avec les résultats 
de la littérature. En effet, le TNF-α est connu pour induire les contractions utérines qui 
mènent au travail actif et participer au travail préterme. Il permet aussi d’augmenter la 
synthèse de prostaglandines et leurs concentrations en inhibant leur dégradation (Bry et 
Hallman, 1993; Baggia et al., 1996). Le TNF-α peut directement stimuler la contractilité 
des cellules musculaires lisses utérines (Fitzgibbon et al., 2009). Dans le tissu vasculaire, le 
TNF-α en se liant à son récepteur peut activer la voie de signalisation de Rho, IKK et/ou 
activer une PKC pour phosphoryler la CPI-17. Par ces mécanismes, il y aura 
phosphorylation de la MLCP qui ne pourra plus déphosphoryler la myosine ce qui 
maintient le tonus contractile (Chen et al., 2015). Nous avons récupéré des biopsies 
utérines provenant de femmes en travail actif préterme et les niveaux de TNF-α sont 
augmentés comparativement à leur niveau dans les tissus du groupe contrôle. Ces données 
démontrent la présence d’un statut pro-inflammatoire marqué chez ces femmes en travail 
préterme, et ce, indépendamment de la présence d’une infection. Ces données sont 
concordantes avec celles de la littérature où il a été démontré que les membranes fœtales 
prélevées des femmes avec une prématurité spontanée (sans infection) et cultivées in vitro 
présentent des niveaux élevés de cytokines inflammatoires (Castro-Leyva et al., 2012). Peu 
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d’études ont été réalisées sur des modèles utérins humains en condition inflammatoire 
(Figure 10), ce qui représente une autre force de cette étude surtout si l’on considère que 
l’inflammation est présente dans près de 60 % des cas de prématurité spontanée (MacIntyre 
et al., 2014). Ce modèle de recherche offre la possibilité de la mise en culture pour utiliser 
les prélèvements de tissus humains dans un intervalle de temps supérieur à 24 heures. En 
effet, la mise en culture des bandelettes pendant 24 heures avec du 10 ng/ml de TNF-α 
diminue le temps d’initiation des contractions, augmente l’activité contractile et la 
sensibilité utérine à l’ocytocine comparativement au groupe contrôle (véhicule). Toutefois, 
la principale limite était l’absence de l’ensemble des cytokines inflammatoires impliquées 
dans cette réaction de travail préterme. L’utilisation de LPS aurait induit, par l’activation de 
son récepteur le TLR-4 (Hutchinson et al., 2014), l’expression de plusieurs cytokines 
(TNF-α, IL-6) et permis de moduler à la hausse certains marqueurs inflammatoires (COX-
2, production de PGs). Pour pallier à cette limitation et au fait que le traitement 
pharmacologique est in vitro, nous avons utilisé le modèle de rates gestantes en condition 
inflammatoire.  
 
Effet du LPS sur la contractilité myométriale 
Dans le modèle inflammatoire induit par l’administration de LPS, nous avons aussi observé 
une augmentation des paramètres contractiles similaires aux modifications en présence de 
TNF-α. L’activation des récepteurs TLR4 augmente la signalisation via différentes 
cytokines dont l’IL-1β, le TNF-α, NFκB et les médiateurs lipidiques inflammatoires dérivés 
de l’acide arachidonique, c’est-à-dire, les prostaglandines (Arntzen et al., 1999). Plus 
récemment, il a été démontré que le LPS, ligand TLR4, peut directement activer la voie de 
signalisation Rho/ROCK pour phosphoryler la MLCP et ainsi favoriser la contraction des 
myocytes utérins (Hutchinson et al., 2014). En effet, nous démontrons une augmentation de 
l’amplitude et la durée des contractions tel qu’attendu ce qui reproduit bien les résultats 
décrits dans la littérature sur l’augmentation de contractilité myométriale par le LPS (Ross 
et al., 2004). De plus, nous avons été en mesure de confirmer la mise en place du syndrome 
inflammatoire en raison de l’augmentation des marqueurs spécifiques soit le TNF-α, la 
COX-2 et la 5-LOX. Notre équipe de recherche a déjà démontré l’augmentation des 
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cytokines clés dans l’inflammation de la parturition dans un modèle LPS (Ouellet et al., 
2013). 
 
4. Propriétés pharmacologiques et pertinence clinique du Montélukast 
4.1. Propriétés pharmacologiques en condition basale 
Détection du récepteur aux cystéinyl leucotriènes type 1 (cysLTR1) 
Nous avons démontré que le récepteur cysLTR1 était présent autant dans les fractions 
membranaires des tissus de la sphère utérine humaine ou murine, c’est-à-dire dans le 
myomètre, les membranes fœtales et le placenta des femmes à terme sans travail. Par 
ailleurs, ces résultats corroborent les résultats de Chegini et coll. qui démontraient la 
présence de ce récepteur au niveau de l’utérus chez des femmes non gravides (Chegini et 
Rao, 1988). Alors que nos résultats démontrent pour la première fois la présence du 
récepteur dans l’utérus gestant. La présence du récepteur a été validée, non seulement dans 
l’utérus, mais aussi dans les autres composantes de la sphère utérines soient les membranes 
fœtales et le placenta. Cette observation est plausible en raison de l’existence d’une 
communication intercellulaire nécessaire à la régulation de la contractilité myométriale 
(Vega Sanchez et al., 2004; Unlugedik et al., 2010). Il est important de noter que le 
placenta joue un rôle clé dans le contrôle du travail actif (Unlugedik et al., 2010). Une 
augmentation de détection du récepteur a été quantifiée dans les fractions microsomales 
provenant des membranes fœtales. Ces résultats sont plausibles puisque cette composante 
tissulaire est impliquée dans la communication croisée entre le fœtus et l’utérus (versant 
maternel) en raison de la richesse des messagers moléculaires présents dans l’espace 
chorio-décidual (Sangha et al., 1994; Lim et al., 2012). Cet espace chorio-décidual contient 
non seulement des seconds messagers intracellulaires permettant l’amplification du signal 
conduisant aux contractions utérines, mais aussi d’autres hormones comme les 
prostaglandines ou les différentes cytokines (Vega Sanchez et al., 2004). Les niveaux de 
détection des récepteurs aux prostaglandines (PGE2, PGF2α) impliqués dans l’initiation du 
travail actif sont plus élevés dans l’amnios et le chorion, les membranes fœtales, 
comparativement au tissu utérin (Grigsby et al., 2006; Unlugedik et al., 2010). Une étude 
approfondie avec des co-cultures entre le myomètre et les membranes fœtales serait 
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nécessaire pour quantifier cette communication croisée entre les tissus clés de la sphère 
utérine.  
 
Le Montélukast comme modulateur de l’activité contractile utérine in vitro 
Nous avons démontré un effet tocolytique du Montélukast seul en condition basale à terme 
(TNL) de plus de 70 % lors de l’ajout de la concentration maximale de 3 µM. Le 
Montélukast semble donc pouvoir diminuer l’activité contractile et il peut être proposé 
comme facilitateur de la quiescence utérine. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer l’effet 
tocolytique in vitro du Montélukast. D’abord, comme action principale, le Montélukast 
bloque son récepteur spécifique (cysLTR1). En effet, le Montélukast se lie à son récepteur 
de type RCPG et inhibe, par compétition, l’action qu’aurait le ligand naturel comme le 
LTD4. La cascade signalétique induite par l’activation du récepteur est ainsi bloquée. Il n’y 
a donc pas d’activation de la protéine Gαs, ni d’activation de l’adénylate cyclase. Les 
niveaux d’AMPc resteront faibles et la libération de Ca
2+
 intracellulaire est ainsi minimisée. 
L’actine et la myosine se dissocient et la cellule utérine peut donc tendre vers la relaxation. 
Pour étudier cette hypothèse, des concentrations légèrement supra-physiologiques ont été 
ajoutées par un prétraitement en aigu de 0.3 µM LTD4 (expérimentation réalisée dans une 
fenêtre de 4 heures). Il a été démontré que les concentrations physiologiques dans le liquide 
amniotique de 5-HETE et de LTC4, deux métabolites de la voie des 5-LO, se situent entre 
20-40 ng/ml, soit environ 0,03 µM à 0,06 µM chez le babouin (Walsh, 1991). Nous avons 
démontré en présence du LTD4, le ligand ayant la meilleure affinité pour le récepteur 
cysLTR1 (Lynch et al., 1999), que le Montélukast abolie l’effet contractile du LTD4 et 
ramène les valeurs d’aire sous la courbe à des valeurs similaires à celles du groupe contrôle. 
Dans un même ordre d’idée, Wan GH et coll., ont démontré que les niveaux de cys-
leucotriènes sont corrélés avec ceux de l’isoprostane-8, un analogue non-enzymatique des 
prostaglandines. Il existerait donc une relation directe entre les leucotriènes et les 
prostaglandines expliquant partiellement les effets antagonistes du Montélukast sur la 
contractilité utérine (Wan et al, Pediatric Research, 2013). Nous avons corroboré ces 
résultats durant ma maitrise en démontrant qu’autant le LTB4 (Annexes, Figure 13) que le 
LTD4 augmentaient l’amplitude et l’aire sous la courbe dans un modèle in vitro d’activité 
myométriale humaine (Corriveau et al., 2010).  
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Comme mentionné précédemment, le Montélukast est aussi connu pour avoir des effets 
anti-inflammatoires secondaires. Il peut inhiber la 5-lipoxigénase (Ramires et al., 2004) et 
l’inhibition de cette enzyme a été démontrée lors de mes travaux de maitrise comme ayant 
un puissant effet tocolytique avec des propriétés similaires à l’indométacine, utilisé comme 
tocolytique ambulatoire (Corriveau et al., 2010). Nous avons démontré des effets relaxants 
d’environ 40 % à 1 µM de l’inhibiteur spécifique des 5-LOX. Par ailleurs, nous avons aussi 
déterminé qu’une partie de l’effet du Montélukast s'explique par le taux de phosphorylation 
de certaines protéines impliquées (CPI-17; protéine de modulation de la MLCP) dans la 
régulation de la contraction puisqu’il diminue la sensibilité au calcium dans les essais de 
perméabilisation à la β-escin (Article 1). Dans d’autres muscles lisses, les mécanismes de 
sensibilisation au calcium ont été démontrés comme participant à la physiopathologie 
associée (Uehata et al., 1997). Dans l’optique de présenter l’utilisation du Montélukast 
comme une nouvelle stratégie thérapeutique, il est donc pertinent de valider qu’il puisse 
effectivement diminuer la sensibilité au calcium. 
 
Effet additif du Montélukast avec le traitement de référence 
Nous avons également démontré que l’utilisation combinée du Montélukast et de la 
Nifédipine a un effet tocolytique additif. Cet effet additif est plausible, car ces deux 
composés agissent sur des cibles pharmacologiques différentes. En effet, l’effet principal 
du Montélukast joue sur l’inhibition de la voie de signalisation des leucotriènes ce qui 
empêche la hausse des concentrations intracellulaires de calcium alors que la Nifédipine 
bloque les canaux calciques voltage dépendant de type L, inhibant ainsi spécifiquement 
l’entrée de calcium dans la cellule musculaire lisse. Cet effet additif déterminé in vitro est 
très pertinent pour justifier l’utilisation clinique concomitante de la Nifédipine, le 
tocolytique de référence, et le Montélukast. On pourrait donc proposer l’utilisation de la 
Nifédipine pour le traitement de la crise alors que le Montélukast pour être le traitement de 
fond afin de maintenir l’inflammation et l’utérus à l’état basal.  
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4.2. Impact du Montélukast sur le syndrome maternel inflammatoire 
Détection du récepteur cysLTR1 en condition inflammatoire 
En plus d’avoir été détecté dans la sphère utérine humaine en condition basale, le récepteur 
a aussi été validé dans l’utérus de rates gestantes en condition inflammatoire en fin de 
grossesse. Les niveaux de cysLTR1 sont comparables entre les trois groupes; contrôle, 
inflammation et inflammation traitée au Montélukast. La présence du récepteur ne varie 
donc pas en fonction de la présence d’inflammation. Cette détection du récepteur alliée à la 
présence de leucotriènes circulants ou produits localement par les LOX induite par la 
composante inflammatoire (Wierzbicki et Brzezinska-Blaszczyk, 2009) rend plausible 
l’effet antagoniste du Montélukast sur son récepteur. 
 
Efficacité amplifiée du Montélukast en condition inflammatoire 
L’effet tocolytique in vitro du Montélukast en condition de prématurité spontanée était de 
80 % à 1 µM comparativement à 50 % en condition basale (Modèle humain préterme avec 
travail actif; PTL; Annexes, Figure 14). Le Montélukast a donc une action amplifiée en 
condition de prématurité spontanée, c’est-à-dire, sur les biopsies utérines provenant de 
femmes à terme et en travail actif. Une analyse par immunobuvardage sur ces mêmes 
biopsies utérines a permis de détecter des niveaux de TNF-α supérieurs dans le groupe en 
condition de prématurité spontanée. Les niveaux de TNF-α corrèlent avec l’efficacité du 
Montélukast. Ces données sont concordantes avec celles obtenues dans une lignée de 
macrophages qui démontrent que le traitement au Montélukast diminue les niveaux de 
TNF-α médiée par l’IL-8 (Tahan et al., 2008). Selon Zhang et coll., le TNF-α augmente les 
niveaux de calcium dans les cellules musculaires lisses utérines (Zhang et al., 2015). Ces 
résultats permettent d’expliquer en partie cette augmentation de l’efficacité du Montélukast 
dans une condition où il y aurait plus de TNF-α. 
Cette optimisation de l’effet du Montélukast en présence de TNF-α renforce l’utilisation de 
la médecine personnalisée pour prévenir et traiter la prématurité spontanée. Olson et coll. 
avaient d’ailleurs proposé comme tocolytique émergent les inhibiteurs de NFκB puisqu’ils 
peuvent directement diminuer l’expression de cytokines inflammatoires dont le TNF-α 
(Olson et al., 2008). En tenant compte du profil protéique de chaque patiente, en TNF-α par 
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exemple, l’efficacité des options thérapeutiques émergentes pourrait être améliorée. Ce 
genre d’initiative pourrait améliorer la prise en charge de la prématurité spontanée et 
démontrer des bénéfices sur la morbité et la mortalité fœtale. 
 
Un modèle animal de rates gestantes en condition inflammatoire a été mis au point pour 
étudier les propriétés pharmacologiques du montélukast. Le traitement anténatal au 
Montélukast administré per os était de 10 mg/kg die et ceci correspond à des concentrations 
sanguines approximatives de 0,1 à 1 µM chez l’humain (H. Cheng et al., 1996). Ces 
concentrations s’apparentent donc à celles choisies lors de l’essai sur les bandelettes 
utérines en condition basale. Ce traitement anténatal au Montélukast (10 mg/kg die pour 
48 h) diminue significativement l’amplitude, la durée et la fréquence des contractions 
utérines comparativement au groupe en condition inflammatoire.  
Le Montélukast permet aussi de réduire les marqueurs de l’inflammation tels que le TNF-α, 
la COX-2, et la 5-LOX. Ces marqueurs sont associés avec la présence d’un statut 
inflammatoire et dans les cas de prématurité spontanée (Jelliffe-Pawlowski et al., 2014; 
Maddipati et al., 2014). Ils permettent d’initier et maintenir les contractions utérines 
(Ramondt et al., 1995; Olson, 2003). Le Montélukast est connu pour ses effets anti-
inflammatoires secondaires. Comme mentionné précédemment, il diminue le niveau de 
certaines cytokines comme le TNF-α (Maeba et al., 2005; Tahan et al., 2008; Tahan et al., 
2008), altère la production de prostaglandines en réduisant l’activité de PG synthase (Kahnt 
et al., 2013) et inhibe la 5-LOX (Ramires et al., 2004). Le fait que le Montélukast diminue 
les niveaux d’expression du TNF-α a été corroboré par immunohistochimie dans les tissus 
pulmonaires et rénaux (Khodir et al., 2014). L’ensemble de ces effets anti-inflammatoires 
secondaires pourrait expliquer la réduction du syndrome inflammatoire maternelle par le 
traitement pharmacologique au Montélukast.  
 
L’effet du Montélukast sur PPARγ n’a pas encore été rapporté dans d’autres contextes. 
Toutefois, un groupe de recherche a démontré que différents agonistes de PPARγ, à forte 
concentration, pouvaient inhiber la production de LTC4, LTD4 et de LTE4 dans des 
mastocytes sensibilisés dans un contexte d’asthme allergique (Yamashita et al., 2000; 
Okuyama et al., 2005). Sachant que le LPS augmente les niveaux de leucotriènes 
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(Wierzbicki et Brzezinska-Blaszczyk, 2009), l’augmentation des niveaux de PPARγ peut 
être expliquée par un mécanisme compensatoire inhibant NFκB (Chinetti et al., 2000; 
Wahli et Michalik, 2012). De plus, PPARγ semblerait impliquer dans la placentation et 
dans la parturition, mais ses rôles chez la parturiente restent controversés (Schaiff et al., 
2000; Schaiff et al., 2006). Une étude plus approfondie des effets d’un traitement au 
Montélukast sur PPARγ serait nécessaire pour mieux expliquer les données déjà rapportées. 
L’inflammation est associée à l’induction du travail préterme et donc le Montélukast, en 
réduisant le syndrome inflammatoire, permettrait à la fois un environnement sécuritaire 
pour le fœtus et un maintien de la quiescence utérine pour favoriser le développement 
optimal (Romero et al., 2014). 
 
Le Montélukast modifie la réactivité utérine à des agents pharmacologiques bien 
caractérisés  
Réactivité utérine à la Nifédipine après traitement au Montélukast 
L’utilisation combinée du Montélukast et de la Nifédipine engendre un effet tocolytique 
additif. Nous avons tenté de reproduire cet effet en condition inflammatoire. En effet, nous 
avons démontré que les rates gestantes traitées au Montélukast en condition pro-
inflammatoire présentaient une réactivité utérine à la Nifédipine amplifiée par rapport aux 
deux autres groupes soit le groupe contrôle et celui en condition pro-inflammatoire seule. 
Nous avions déjà démontré dans l’article 1 des effets additifs provenant de l’association 
entre le Montélukast et la Nifédipine, cette amplification de l’effet est plausible même dans 
les tissus humains. 
 
Réactivité utérine à l’ocytocine après traitement au Montélukast 
Nous avons démontré que les rates gestantes traitées au Montélukast en présence 
d’inflammation présentaient une réactivité utérine à l’ocytocine diminuée par rapport aux 
deux autres groupes; contrôle et inflammation non traitée. Le prétraitement à 1 µM de 
montékukast pendant 2 heures a été réalisé sur des bandelettes utérines provenant de 
femmes enceintes lors de césarienne à terme sans travail (TNL). Cette expérimentation 
nous a permis de corroborer les résultats obtenus dans le modèle de rates gestantes en 
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condition inflammatoire soit l’abolition de l’effet de l’ocytocine en présence du traitement 
anténatal au Montélukast (10 mg/jour). En effet, des bandelettes prétraitées ont été 
comparées à celles du groupe contrôle, c’est-à-dire sans prétraitement au Montélukast. Par 
la suite, des concentrations croissantes d’ocytocine ont été ajoutées (0.1 nM à 1 µM) et 
l’aire sous la courbe a été normalisé par rapport à la période d’activité basale spontanée. 
Nous avons aussi traité les fibres en condition basale avec un prétraitement de 0.3 µM de 
LTD4 afin de confirmer qu’il pourrait exister une interaction entre le récepteur à l’ocytocine 
et celui aux cystéinyl-leucotriènes (Annexes, Figure 15). Le mécanisme exact par lequel le 
Montélukast abolit l’effet de l’ocytocine n’est pas encore bien compris, néanmoins une 
modification du couplage du récepteur pourrait se produire. Leurs deux ligands, l’ocytocine 
et les cysLT, se lient à des récepteurs de type RCPG associés à une protéine Gαq (Pliska et 
al., 1986; Singh et al., 2010; Pliska et al., 2014). Tel que mentionné en condition pro-
inflammatoire, les niveaux cysLT sont susceptibles d’être augmentés (Wierzbicki et 
Brzezinska-Blaszczyk, 2009), tandis que nous avons démontré que les niveaux de détection 
du récepteur aux cysLTR1 restaient constants dans le modèle animal in vivo. Nous n’avons 
pas exclu une interaction entre les deux types de récepteurs, quoiqu’à ce jour aucune 
dimérisation du récepteur n’a été démontrée, alors qu’elle a été rapportée pour d’autres 
types de RCPG comme les récepteurs dopaminergiques (Fuxe et al., 2014).  
 
Par ailleurs, le statut inflammatoire seul augmentait la réactivité utérine à l’ocytocine. 
Pourtant, un groupe de recherche a récemment démontré, dans le contexte de 
l’endométriose induite dans un modèle murin, que les animaux traités à l’ocytocine 
présentaient des niveaux diminués de TNF-α plasmatique comparativement à ceux du 
groupe contrôle (Yeniel et al., 2014). Ces résultats sont controversés puisque Ross et coll. 
ne démontrent pas d’atténuation de production de TNF-α dans un modèle cellulaire de 
monocytes humains cultivés en présence de LPS et d’ocytocine (Ross et al., 2013). Aucune 
étude ne s’est intéressée à l’effet de l’inflammation sur le récepteur à l’ocytocine de 
manière à amplifier la cascade de signalisation. 
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Prolongation de la gestation par un traitement anténatal au Montélukast 
Dans ce modèle d’inflammation, il est plausible que le Montélukast ait permis une 
prolongation de la grossesse spécifiquement chez un sous-groupe de rates gestantes (3 rates 
sur 9 ont eu une prolongation anormale, Annexes, Figure 16). Ces rates peuvent être 
appelées des meilleures répondantes au traitement. Dans la pathologie de l’asthme, 
plusieurs auteurs rapportent de manière évidente un effet préférentiel du Montélukast chez 
les patients qui produisaient des niveaux endogènes plus élevés de leucotriènes circulants. 
En effet, Rabinovitch et coll. ont démontré que plus le ratio plasmatique LTE4/NO était 
élevé, plus les patients répondaient mieux au traitement (Rabinovitch et coll., 2010).  
 
Il est important de noter qu’il existe une limite à ce modèle de rates traitées au LPS. 
Contrairement à ce qui se produit lors d’administration de LPS chez la souris (Zhao et al., 
2013), les rates gestantes ayant reçu des injections intrapéritonéales de LPS à raison de 
200 µg/kg chaque 12 heures de G20 à G22 ne présentent pas d’accouchement prématuré. 
La moyenne de la durée de gestation n’est pas différente significativement du groupe 
contrôle (23 jours). Il est à noter que la quantification de la durée de gestation a été rendue 
possible par la surveillance rigoureuse par l’expérimentateur de manière à confirmer 
l’heure précise de délivrance (Annexes, Figure 16). Il serait donc très pertinent de tester 
l’effet du Montélukast dans un modèle de prématurité spontanée de manière à confirmer la 
prolongation de la gestation et ainsi s’assurer de la sécurité des ratons en validant la durée 
de gestation. L’objectif de notre travail était d’investiguer les propriétés tocolytiques du 
Montélukast en condition basale et en présence d’un statut inflammatoire sur l’activité 
contractile utérine. Il existe un manque de puissance statistique qui ne nous permet pas de 
statuer sur ces derniers résultats préliminaires qui feront l’objet d’une étude subséquente. 
 
L’objectif d’un traitement pour prendre en charge la prématurité spontanée est de pouvoir 
prolonger la grossesse afin de diminuer la mortalité et les complications périnatales, tout en 
limitant les effets secondaires (van Vliet et al., 2014). L’innocuité du Montélukast est 
établie (Bakhireva et al., 2007; Koren et al., 2010), et nous avons démontré un syndrome 
inflammatoire diminué (Article 2) ainsi qu’un effet tocolytique puissant accompagné d’une 
éventuelle prolongation de la grossesse (Corriveau et al., 2014). Le Montélukast peut donc 
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répondre aux exigences posées pour l’optimisation de la prise en charge des patientes en 
travail préterme, c’est-à-dire offrir un environnement de longue durée, optimal pour le 
fœtus sans les risques associés à l’inflammation chronique, tout en minimisant les effets 
secondaires lors de cette période cruciale qui participe à la programmation fœtale.  
 
5. Médiateurs lipidiques dans la résolution de l’inflammation utérine  
Nous avons été les premiers à démontrer la présence du récepteur ALXR/FR2 au niveau du 
myomètre de femmes enceintes en condition basale (Figure 9). La lipoxine A4 induit un 
effet tocolytique seul, mais son effet est grandement amplifié en condition pro-
inflammatoire, mimée par le traitement de 10 ng/ml de TNF-α, dans le modèle humain in 
vitro. Les effets de la lipoxine A4 ont déjà été démontrés comme impliqués dans la 
modulation négative de certaines pathologies reliées à la parturition, dont la prééclampsie et 
la prématurité spontanée (Maldonado-Perez et al., 2011; Z. Xu et al., 2014; Rinaldi et al., 
2015). Ce lipide anti-inflammatoire est aussi connue pour diminuer les niveaux de certaines 
cytokines impliquées dans la prématurité spontanée, dont IL-1β, IL-6 et les MMPs (Sodin-
Semrl et al., 2000). L’action principale de la LXA4 passerait par l’inhibition de l’expression 
de NFκB (Hao et al., 2015). Étant donné que la présence d’un statut inflammatoire active la 
voie de signalisation de NFκB pour induire un travail préterme (Y. Li et al., 2014), la LXA4 
en inhibant l’expression peut produire un effet relaxant sur le myomètre inflammé. Il a 
aussi été démontré dans un autre contexte pathologique, les maladies respiratoires, que la 
LXA4 et la 15-épi-lipoxine A4 peuvent se lier avec une affinité similaire au LTD4 sur le 
récepteur des cysLTR1 et ainsi lui faire compétition (Gronert et al., 2001). Cette propriété 
antagoniste (ou d’agoniste inverse) pourrait expliquer une partie de l’effet tocolytique 
observé sur l’activité contractile in vitro. De plus, une diminution de la synthèse endogène 
de LXA4 par l’activité de la sEH, enzyme de dégradation des EETs, a été démontrée dans 
les muscles lisses bronchiques (Ono et al., 2014). Nous avons détecté cette enzyme la sEH, 
dans les tissus de la sphère utérine dans les cas de prématurité spontanée et cette détection 
est diminué en comparaison avec les femmes en travail à terme (Annexes, Figure 17). 
L’effet relaxant amplifié de la LXA4 en condition inflammatoire est donc plausible puisque 
l’expression de cette enzyme est diminuée en condition de prématurité spontanée. Ces 
mêmes échantillons démontraient aussi des niveaux de TNF-α augmentés (Annexes, Figure 
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14). Par ailleurs, nous groupe de recherche a récemment confirmé cet effet de la LXA4 sur 
la contractilité utérine par des mesures de calcium intracellulaire avec la technique de 
microscopie confocale. Des cellules myométriales humaines isolées de biopsies utérines en 
condition basale ont été traitées en absence (groupe contrôle) ou en présence de 10 ng/ml 
de TNF-α (groupe TNF-α) et du traitement à 300nM de LXA4 (groupe TNF- α + LXA4). À 
la suite d’une stimulation à 1µM d’ocytocine, l’intensité de l’étincelle calcique des cellules 
traitées au TNF-α est similaire au groupe contrôle alors que celle du groupe TNF-α + LXA4 
diminue de 62%. L’effet de ces molécules reste à investiguer plus en profondeur afin d’en 
connaitre davantage sur leurs propriétés anti-inflammatoires et leur rôle précis dans la 
modulation de contraction utérine. 
 
6. Rôle des hormones thyroïdiennes sur la modulation de la contraction utérine  
Effet de la T4 et la T3 sur les paramètres contractiles 
Des anomalies de contractilité utérine in vitro ont été mises en évidence sur des biopsies 
utérines provenant de femmes enceintes à terme avec une hypothyroïdie et traitée durant 
toute leur grossesse. Les données reproduites et quantifiées démontrent des contractions 
utérines in vitro avec une amplitude, une durée augmentée et une fréquence diminuée 
comparativement au groupe contrôle (sans hypothyroïdie et traitement). Cette observation 
fortuite a pu être décelée, car il est connu que l’amiodarone, une molécule calquée sur la 
thyroxine et un agent anti-arythmique cardiaque, modifie la contractilité (Padmanabhan, 
2010). À ce moment, les hypothèses pouvaient proposer que l’hypothyroïdie ne fût pas 
suffisamment compensée ou que les femmes étaient surcompensées. Certaines limitations 
ont été mises en évidence ne permettant pas de conclure sur la précédente hypothèse. Bien 
que les femmes du groupe contrôle et du groupe traité à la T4 soient comparables sur la 
majorité des données démographiques, l’article 3 fait état d’une différence d’indice de 
masse corporelle qui est observée entre les groupes traités à la T4 et celles du groupe 
contrôle. Toutefois, il a démontré que l’amplitude des contractions utérines obtenues in 
vitro est réduite en fonction d’une augmentation de l’indice de masse corporelle des 
patientes (Annexes, Figure 18). Néanmoins, ces auteurs ont établi que la réactivité 
pharmacologique n’est pas affectée par l’IMC quand l’aire sous la courbe est analysée et où 
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chaque fibre est son propre contrôle (Chiossi et al., 2010; Higgins et al., 2010). Il faut noter 
qu’en clinique l’obésité est un facteur de risque pour une prolongation de la grossesse, une 
augmentation de la durée du travail et une augmentation des taux de césariennes (Vahratian 
et al., 2004; Arrowsmith et al., 2011; S. M. Norman et al., 2012). Par ailleurs, lors de 
l’analyse des biopsies utérines de cette cohorte de patientes, aucune donnée n’a permis 
l’accès aux  résultats des tests biochimiques sur la fonction thyroïdienne (TSH, T4, T3, 
TPO) au moment de la biopsie myométriale des femmes prenant de la lévothyroxine. 
L’absence de ces données ne nous permet donc pas de conclure sur le statut thyroïdien 
(hypothyroïdie, euthyroïdie ou hyperthyroïdie) au moment du prélèvement de la biopsie 
utérine et si la réactivité contractile en est influencée. Il est important de prendre note que 
les dosages sanguins pré-opératoires ne représentaient pas initialement l’objectif primaire 
de l’étude de cette cohorte de patientes.  
Dans un second temps pour analyser le rôle non-génomique des hormones thyroïdiennes 
sur la contractilité utérine, les bandelettes utérines ont été traitées en aigu avec 1 µM de T3 
(forme active) ou de T4. Une augmentation de l’amplitude, de la durée et une diminution de 
la fréquence sont observées après l’ajout de 1 µM de T3 alors que la fréquence est 
significativement diminuée en présence de T4. La T4 n’a pas permis de produire un effet sur 
l’ensemble des paramètres. Cet effet différentiel peut être dû à un temps de traitement 
insuffisant d’administration (aiguë) de la T4 pour la convertir en T3, la forme active et alors 
se lier sur les récepteurs nucléaires. Il est important de noter que l’enzyme de conversion de 
la T4 en T3, la déiodinase de type 1, a été détecté dans l’ensemble des fractions de la sphère 
utérine à la fois dans le modèle humain et dans le modèle murin. Malgré que le temps de 
traitement ait été de courte durée avec la T3, il a été démontré que le pic d’absorption avec 
1 nM de T3 est à 30 minutes dans un modèle cellulaire (Rosic et al., 2001; Visser et al., 
2009). Un autre groupe a étudié leur pharmacocinétique dans le tissu cardiaque murin et 
démontré un passage rapide de la T3 et T4 extracellulaire au compartiment intracellulaire. Il 
est possible d’émettre l’hypothèse qu’étant donné la présence d’un site de liaison à la 
membrane (Giguere et al., 1992), la T3 et la T4 se lient à la surface membrane plasmique. À 
plus long terme, le traitement à la T4 ferait en sorte que cette hormone (ou la T3 produite) 
pourrait se lier au récepteur nucléaire détecté dans le tissu utérin et engendrer des effets 
génomiques (Kirkland et al., 1983; Mukku et al., 1983). Ces résultats miment donc 
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partiellement l’observation initiale et donc les hormones thyroïdiennes pourraient être 
responsables des contractions utérines plus amples, de plus longues durées, mais ayant une 
fréquence nettement diminuée. 
 
Mécanisme d’action des hormones thryroïdiennes sur la contractilité myométriale 
On sait que les canaux potassiques tels que les BKCa et les KATP jouent un rôle majeur dans 
la modulation de la contraction utérine (Sadlonova et al., 2011b; Lorca et al., 2014). 
D’autres groupes de recherche ont aussi démontré l’implication des canaux potassiques 
voltage dépendant (Kv) au niveau du myomètre gravide (Smith et al., 2007; Greenwood et 
al., 2009). Il est donc établi que les canaux potassiques modulation la contractilité 
myométriale. Les hormones thyroïdiennes possèdent des effets non génomiques au niveau 
de la membrane plasmique qui pourrait aller jusqu'à moduler l’activité de certains canaux 
ioniques (Bhargava et al., 2009). Au niveau cardiaque, les hormones thyroïdiennes ont des 
effets non génomiques et régulent l’expression des canaux potassiques Kv (Fazio et al., 
2004). L’expression et l’activité des canaux de type BKCa sont aussi modulées par les 
hormones stéroïdiennes (Kundu et al., 2008). Par association, il pourrait être proposé que 
les hormones thyroïdiennes modifient la contractilité des myocytes utérines par la 
modulation des conductances potassiques. Pour valider plus précisément par quel 
mécanisme d’action de la T3 peut moduler la contraction utérine, des bloqueurs de canaux 
potassiques ont donc été utilisés. D’abord, l’ibériotoxine, un bloqueur spécifique des 
BKCa, induit un allongement de la durée des contractions utérines en inhibant 
l’hyperpolarisation sous-jacente (augmentation de plus de 50%). Le Barium (Ba2+), un 
bloqueur des canaux potassiques non sélectif, permet aussi un allongement de la 
contraction utérine avec un plateau soutenu, caractéristique du patron de contractions 
obtenues sur les tissus des femmes traitées à la T4, alors que l’ouvreur potassique 
(lémakalin) qui active les canaux K
+
ATP-dépendant, permet d’abolir la contraction utérine 
très probablement en hyperpolarisant les cellules musculaires lisses utérines. Les ouvreurs 
de canaux potassiques ont déjà été étudiés pour leurs propriétés relaxantes sur le muscle 
lisse vasculaire (Katz et al., 1993) et utérin (Ahn et al., 2011). Sachant que les canaux 
potassiques sont impliqués dans le contrôle de la durée des PA lents et donc de la 
contraction utérine tels que les BKCa et les K
+
ATP (Sadlonova et al., 2011b), il serait 
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intéressant de récupérer des biopsies utérines afin qu’elles fassent l’objet d’une analyse 
subséquente pour vérifier l’effet du traitement à la T4 sur l’expression quantitative en 
ARNm de ces canaux potassiques par qPCR. 
La thyroxine modifie l’issue de la grossesse 
Nous avons démontré que les femmes dans le groupe hypothyroïdie traité à la T4 avait un 
taux de césarienne deux fois supérieur à celles du groupe contrôle, et ce, indépendamment 
du niveau de TSH (Annexes, Tableau 4). Il est important de noter que des anomalies de 
contractilité utérine conduisent à des césariennes avec les complications fœto-maternelles 
associées (Simpson et Miller, 2011). Dans le cas de notre étude, les indications de 
césarienne n’ont pu être obtenues, ne permettant pas de conclure sur les causes de 
césarienne. Ces résultats sont donc préliminaires et nécessitent l’analyse des facteurs 
confondants avant de pouvoir formuler des conclusions plus claires, toutefois ils vont dans 
le sens de l’hypothèse proposée.  
 
Modification du patron d’activité contractile en fonction des troubles thyroïdiens 
Limitation du modèle animal 
L’utilisation du modèle d’hypothyroïdie induite par carence sévère en iode met en évidence 
la condition d'hypothyroïdie, c'est-à-dire, les rates présentaient des valeurs circulantes 
diminuées de T4 et de T3. Toutefois, ce modèle n’a pas été réalisé sur des rates gestantes 
pour des raisons logistiques, c’est-à-dire la difficulté d’induire la gestation puisque la 
condition d’hypothyroïdie peut engendrer une infertilité. Bien que ceci constitue une limite 
au modèle, l’objectif de cette étude était de valider l’effet des hormones thyroïdiennes sur 
l’activité contractile et non sur la gestation. Nous avions déjà démontré que des biopsies 
prélevées de rates non gestantes présentent une activité contractile spontanée in vitro 
(Corriveau et al., 2014). Nous sommes donc parvenus à des résultats concluants sur cette 
analyse des contractions utérines spontanées in vitro qui nous ont permis d’établir qu’un 
traitement de forte dose à la T4 induit des perturbations du patron d’activité contractile 
myométriale contrairement aux effets de faibles doses de T4 qui normalisent l’activité 
rythmique.  
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Modification myométriale par les hormones thyroïdiennes chez la rate 
Aucune publication scientifique n’était disponible à propos de l’effet des hormones 
thyroïdiennes sur la contractilité myométriale. Certains groupes de recherche se sont 
intéressés à l’hypothyroïdie et son effet sur l’activité contractile utérine. Les données des 
paramètres contractiles en condition d’hypothyroïdie sans traitement à la T4 concordent 
avec ceux de la littérature. En effet, une augmentation de la fréquence a été observée dans 
un modèle murin d’hypothyroïdie (Parija et al., 2006). Ces résultats ont permis d’identifier 
un patron caractéristique, avec une diminution de la durée des contractions et une fréquence 
augmentée. En traitant les rates avec la levothyroxine sodique, il était possible d’observer 
un retour vers un patron similaire au groupe contrôle. Un effet dose-dépendant est alors 
observé entre les 4 groupes d’animaux. Dans ce sens, en présence d’une forte dose de T4, 
les rates avaient un patron de contractions phasiques marqué par une durée augmentée et 
une fréquence diminuée. Ce patron fait contraste à celui observé dans le groupe 
hypothyroïdie alors qu’il est similaire à celui observé chez les femmes qui présentaient à la 
fois une hypothyroïdie et un traitement à la levothyroxine. Récemment, un groupe de 
recherche a démontré, dans l’objectif d’étudier la fonction cardiaque, que les désordres 
thyroïdiens modulent la production de métabolites de l’acide arachidonique (Yao et al., 
2015). En effet, ils démontrent une augmentation de 20-HETE circulant en condition 
d’hyperthyroïdie et l’inverse chez les animaux en condition d’hypothyroïdie. Par ailleurs, 
nous avions démontré durant ma maîtrise que le 20-HETE diminuait la fréquence des 
contractions utérines (Corriveau et al., 2009; Corriveau et al., 2014). Par analogie, cette 
relation entre le 20-HETE, un des métabolites dérivés de l’acide arachidonique, et les 
désordres thyroïdiens pourrait expliquer une partie de la modification de la fréquence dans 
le patron de contractilité myométrial. 
 
De plus, nous avons aussi montré que la réactivité utérine à des concentrations croissantes 
de métacholine, un agent utérotonique, est améliorée dans une condition d’hypothyroïdie. 
Au contraire, les rates non gestantes traitées à faible ou forte dose de T4 et auxquelles des 
concentrations croissantes de MCh ont été ajoutées démontrent une réactivité utérine 
diminuée. Ces résultats concordent avec ceux d’une étude précédemment réalisée. La 
réactivité utérine à un autre agent muscarinique, l’acétylcholine, est augmentée en 
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condition d’hypothyroïdie comparativement au contrôle chez les rates non gestantes 
(Medeiros et Calixto, 1989). L’ensemble de ces données suggère que c’est le traitement à la 
T4 qui serait responsable du patron de contraction utérine initialement observé plutôt que 
l’hypothyroïdie sous-jacente.  
Avec la cohorte EAUII, nous avons été en mesure de faire une revue des pratiques relatives 
au suivi de la fonction thyroïdienne chez la femme enceinte diagnostiquée prégrossesse. 
Actuellement, 50 % des patientes ne bénéficient pas d’un bilan thyroïdien durant leur 
grossesse (Annexes, Tableau 5). Ces résultats suggèrent que le diagnostic et le suivi des 
patientes avec un trouble thyroïdien ne sont pas optimaux et pourrait influencer le devenir 
de la grossesse. Sachant qu’un traitement à la T4 à forte dose induit un patron d’activité 
contractile in vitro anormale, la mise en place d’un suivi thyroïdien étroit en fin de 
grossesse dans le but de diminuer les taux de césarienne chez ces patientes apparait comme 
un apport translationnel de nos études pour une pratique médicale plus rigoureuse. 
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CONCLUSIONS ET SYNTHÈSE 
Pour conclure, nous avons démontré que le Montélukast possède des propriétés 
tocolytiques sur l’utérus normal à terme (en condition basale), qu’il abolit les effets des 
leucotriènes (LTD4) et que son effet peut être expliqué, en partie, par une diminution de la 
sensibilité au calcium. De plus, son effet est amplifié lors du travail préterme, et ce, en 
corrélation avec les niveaux de TNF-α. Nous avons aussi démontré qu’en présence 
d’inflammation le traitement anténatal de 48h permet une diminution de l’ensemble des 
paramètres contractiles en comparaison avec les animaux non traités. Nous avons aussi mis 
en évidence un effet additif du Montélukast en combinaison avec la Nifédipine, qui est 
actuellement le traitement de référence. Le Montélukast amplifie aussi la sensibilité utérine 
à la Nifédipine. Finalement, le Montélukast abolit les effets stimulants de l’ocytocine sur la 
réactivité contractile et semble prolonger la grossesse chez quelques animaux qualifiés de 
meilleurs répondants.  
L’ensemble de ces données accompagnées des résultats découlant de l’essai clinique 
(Montélukast comme traitement de fond) auquel j’ai étroitement participé (et qui ne sont 
pas présentés dans la thèse) fait du Montélukast en association avec la Nifédipine une 
stratégie thérapeutique originale et potentiellement intéressante pour la prévention du 
travail préterme.  
 
Dans un autre ordre d’idée, nous avons démontré que les désordres thyroïdiens modifient 
les patrons d’activité contractile utérine et changent la réactivité utérine à certains agents 
utérotoniques. Nous avons observé des patrons contractiles anormaux chez les femmes qui 
présentaient une hypothyroïdie et un traitement à la T4. Chez ces mêmes femmes, un taux 
de césarienne deux fois plus élevé était noté. En reproduisant ces résultats dans un modèle 
animal, nous avons confirmé que l’hypothyroïdie accélère les contractions utérines et 
diminue la durée des contractions alors que le patron inverse est observé chez animaux 
hypothyroïdiens traités à de fortes doses de T4. Nos données suggèrent donc que la 
modification de la réactivité myométriale est réellement due au traitement à la T4. Une 
meilleure prise en charge des patientes est nécessaire durant la grossesse pour réduire le 
taux anormal de césariennes dans le groupe traité à la T4. 
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Dans les deux cas énoncés précédemment, nous avons établi que ces situations 
pathologiques d’anomalie de contractilité utérine soient un statut inflammatoire associé à la 
prématurité et les désordres thyroïdiens peuvent être ramenés à la physiologie normale par 
des interventions pharmacologiques spécifiques (Figure 11).  
  
 
 
Figure 11. Résumé graphique  
Représentation schématique de la modification des contractions physiologiques à la suite de 
deux facteurs modulatoires soit l’inflammation sous-jacente au travail préterme ou les 
facteurs hormonaux thyroïdiens, découlant d’un cas pathologique. Les prises en charge 
proposées en perspective pourraient tendre à ramener l’activité contractile vers des patrons 
physiologiques plus normaux. 
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PERSPECTIVES 
Afin de mieux comprendre les contractions utérines et leur mise en place dans un contexte 
physiologique, l’activité électrique sous-jacente doit être explorée in vivo. Cette activité 
électrique pourra être étudiée par électromyographie utérine dans les différentes phases de 
la parturition telles que la phase de préparation, d’activation et de stimulation. Certains 
groupes de recherche ont étudié l’activité électrique afin de prédire les cas de travail 
préterme lors d’une menace (Vinken et al., 2009). L’enregistrement électromyographique 
utérin dans les différentes phases de la parturition, nous permettra de détecter les 
changements de seuil d’excitabilité de l’activité utérine, la composition en fréquence par 
l’analyse spectrale des signaux et la cartographie de propagation des ondes de contraction. 
L’ensemble des données permettra donc de mieux comprendre le passage de la quiescence 
aux contractions utérines actives lors du travail actif avec la présence du fœtus, et 
éventuellement la contracture finale suite à l’expulsion du fœtus qui bloque les artérioles 
utérines afin d’éviter les hémorragies postpartum. Finalement, l’utilisation de plusieurs 
électrodes pourra éventuellement permettre le « mapping » de l’initiation des contractions 
utérines, ce qui serait très novateur pour la compréhension du travail actif. Nous pourrons 
aussi établir un patron d’activité électrique caractéristique permettant d’identifier une 
patiente avec une rupture prématurée des membranes qui débouchera sur un travail actif 
conduisant à un accouchement prématuré réel et potentiellement délétère. 
Certains résultats préliminaires ont déjà été obtenus et démontrent que l’enregistrement 
électromyographique sous-jacente à la contraction utérine est réalisable (Figure 12A). Cette 
faisabilité sur des femmes enceintes entre 35 et 40 semaines, démontre une activité 
électrique utérine corrélée avec le tocogramme (Figure 12B). Ces patrons peuvent être 
facilement distingués des patrons de l’activité électrique des muscles du plancher pelvien et 
abdominaux. Il serait aussi possible d’utiliser l’électromyographie chez les femmes 
présentant des pathologies hormonales comme une hypothyroïdie et traitées à la T4 pour 
mieux comprendre les anomalies de contractilité utérine ou les cas de dystocie. 
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Figure 12. Enregistrement électromyographique typique d’une femme recrutée à 
terme.  
A. Enregistrement typique électromyographique utérin de l’activité électrique sous-jacente 
à la contraction utérine enregistré chez une femme à la fin de la grossesse soit à 38
2/7 
SA. B. 
L’enregistrement avec un tocomètre externe démontre la contraction utérine au même 
moment que l’activité électrique lors de sa visite de suivi pour « monitoring » foetal.  
 
Prévention de la prématurité spontanée 
Le Montélukast représente une stratégie novatrice efficace in vitro à la fois en condition 
basale dans le modèle humain de biopsie utérine provenant de femme à terme sans travail 
ou présentant une naissance prématurée spontanée et dans un modèle animal 
d’inflammation. L’administration concomitante de LPS et de Montélukast dans un modèle 
de souris avec travail préterme est nécessaire afin d’observer un effet sur la prolongation de 
la grossesse. 
Par ailleurs, les résultats présentés dans la première partie de cette thèse ont également 
permis de proposer un essai clinique randomisé contrôlé chez la femme enceinte auquel j’ai 
eu l’opportunité de prendre part durant mes études doctorales. Nous avons proposé le 
Montélukast comme traitement de fond associé au traitement actuel (traitement de la crise), 
soit la Nifédipine pendant 48 h, afin de maintenir la tocolyse. Les patientes ont été recrutées 
après 24 semaines d’aménorrhée et ont été randomisées à double insu soit dans le groupe 
Montélukast (intervention) ou dans le groupe placebo (contrôle). L’issue primaire était la 
faisabilité de l'étude et l'issue secondaire la prolongation de la grossesse. Une étude 
subséquente sera nécessaire pour évaluer les réels bénéfices de cette stratégie thérapeutique 
et de vérifier si le retour à la physiologie normale est possible. 
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Amélioration de la prise en charge des femmes avec une hypothyroïdie traitée à la T4 
Un ajustement du traitement thyroïdien (levothyroxine) en fonction des bilans réalisés 
durant la grossesse permettrait une amélioration de l’activité contractile utérine en fin de 
grossesse et pourrait diminuer le taux de césarienne tout en permettant un développement 
neuromoteur optimal des enfants. Un essai clinique randomisé contrôlé pourra être proposé 
pour explorer les variations du statut thyroïdien chez la femme enceinte en fin de grossesse 
et investiguer si l’ajustement précis des doses de levothyroxine en fin de grossesse permet 
de réduire les risques de césarienne tout en maintenant un développement neurologique 
optimal chez le fœtus. De plus, l’électromyographie utérine permettra d’analyser les 
patrons d’activité contractile anormale chez les femmes. L’ensemble de cette stratégie 
permettra au niveau hormonal d’être ramené à des valeurs physiologiques. 
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Figure 13. Effet des leucotriènes sur l’activité contractile utérine humaine 
Effet des leucotriènes B4 (LTB4) et D4 (LTD4) sur l’aire sous la courbe normalisée à 
l’activité basale in vitro sur une période de 20 minutes (n = 12). Les biopsies utérines 
proviennent de femmes enceintes à terme sans travail actif (TNL). L’ajout de 
concentrations croissantes de leucotriènes (0.01 à 1 µM) a un effet procontractile 
concentration-dépendant sur les contractions utérines in vitro. Les valeurs représentent la 
moyenne et l’erreur standard à la moyenne (SEM). * p < 0.05 
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Figure 14. Effet du Montélukast en fonction de la présence d’inflammation 
A. Effet du Montélukast sur l’aire sous la courbe normalisée à l’activité basale en fonction 
de la présence de l’activité contractile et de la prématurité. L’ajout de 1 µM de Montélukast 
sur des bandelettes issues de césariennes de femmes enceintes des 4 groupes soit à terme 
sans travail (TNL), à terme en travail (TL), préterme sans travail (PTNL) ou préterme avec 
travail (PTL; n = 8 / groupe). B. Détection des niveaux de TNF-α par immunobuvardage de 
type western en fonction de la prématurité et de l’activité contractile. Le ratio de densité du 
TNF-α rapporté par rapport à la β-actine est plus élevé en travail actif. Représentatif de 3 
expérimentations. L’effet tocolytique est le plus amplifié lors du travail préterme. Cet effet 
de meilleur répondant corrèle avec la présence accrue de TNF-α, un marquer de 
l’inflammation. Les valeurs représentent la moyenne et l’erreur standard à la moyenne. * p 
< 0.05 
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Figure 15. Effet d’un prétraitement aux LTs sur la réactivité utérine à l’ocytocine 
Des mesures de tension isométrique ont été réalisées à partir de biopsies utérines en 
condition basale prélevées lors de césarienne de femmes enceintes à terme sans travail 
(TNL). L’effet d’un prétraitement de 2 heures avec 0.3 µM de LTD4 sur la réactivité utérine 
à des concentrations croissantes d’ocytocine (0.1, 0.3 et 1 µM) a été quantifié en 
normalisant l’aire sous la courbe sur des périodes de 20 minutes (n = 8-10 / groupe). * p < 
0.05 
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Figure 16. Effet du traitement anténatal au Montélukast sur la durée de la gestation. 
Chaque bande représente la durée de gestation d’une rate accouchée par voie vaginale qui a 
été mesurée de manière précise par un expérimentateur (n = 9 rates / groupe). Trois rates 
ont démontré une prolongation anormale (≥ 24 jours) de la durée de gestation dans le 
groupe LPS (200 µg/ kg, à chaque 12h jusqu’à G20) et Montélukast (10 mg / kg die 
pendant 48h à G20). Le protocole complet employé est décrit dans l’article 2.  
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Figure 17. Détection des enzymes de production (CYP450 2J2) et de dégradation 
(sEH) des régioisomères de l’acide époxy-eicosatriènoïque (EET).  
Immunobavardages réalisés à partir de biopsies utérines prélevées lors de césarienne de 
femmes enceintes à terme en absence (TNL) ou en présence de travail actif (TL) ou en 
condition pré-terme sans (PTNL) et avec travail actif (PTL). L’expérimentation a été 
tripliquée.* p < 0.05. Il est important de noter que la sEH est une enzyme qui pourrait 
également limiter la production de LXA4 (Ono et al., 2014). 
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Figure 18. Effet de l’indice de masse corporel (IMC) sur l’activité contractile in vitro 
Enregistrement typique de l’activité contractile in vitro de femmes en fonction d’un indice 
de masse corporelle normal (A) inférieur à 30 (B) de femmes souffrant d’obésité entre 30 et 
35 ou (C) de femmes souffrant d’obésité morbide (IMC > 35). Les données démontrent un 
rallongement du temps d’initiation de la première contraction utérine spontanée. Ces 
données démontrent une tendance significative, c’est-à-dire plus l’IMC est grand plus le 
temps d’initiation de la première contraction est élevé (n = 12 /groupe). * p < 0.05 
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Tableau 2. Données démographiques des patientes ayant obtenu une césarienne et où 
le prélèvement de biopsies utérines a été réalisé.  
 
 
 
Données collectées au Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (CHUS) dans la 
période du 1
er
 mai 2009 au 1
er
 septembre 2014 (N = 270). Étude de cohorte incluant le 
prélèvement d’une biopsie utérine au niveau supérieur de l’hystérotomie sur le segment 
inférieur lors de la césarienne chez des femmes à terme avec (TL) ou sans travail (TNL), en 
avec (PTL) ou sans travail préterme (PTNL). p < 0.05 est considéré comme statistiquement 
significatif en utilisant le test du χ2.  
 
IMC : Indice de masse corporelle 
Cig : cigarette  
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Tableau 3. Indication de césarienne  
 
Données collectées au Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (CHUS) dans la 
période du 1
er
 mai 2009 au 1
er
 septembre 2014 (N = 270). Étude de cohorte incluant le 
prélèvement d’une biopsie utérine au niveau supérieur de l’hystérotomie sur le segment 
inférieur lors de la césarienne. p < 0.05 est considéré comme statistiquement significatif en 
utilisant le test du χ2.  
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Tableau 4. Taux de césariennes chez les patientes traitées à la T4 en comparaison avec 
les patientes non-traitées (contrôle) en fonction des valeurs de TSH. 
 
  Control group  
(N=7666) 
T4-treated group  
(N=440) 
 
 TSH values (mU/l) Nb (%) Nb (%) P value 
Caesarean 
delivery 
< 0.35 
0.35-3.5 
> 3.5 
Global 
25 (13.8) 
770 (14.2) 
36 (21.7) 
1104 (14.4) 
8 (23.5) 
100 (33.3) 
24 (35.8) 
147 (33.4) 
< 0.05 
< 0.05 
< 0.05 
< 0.001 
 
Données collectées au Centre Hospitalier Universitaire de Sherbrooke (CHUS) dans la 
période du 1
er
 Janvier 2006 au 31 décembre 2009 à partir de la base de données CIRESS (N 
= 8106). Étude rétrospective mettant en évidence des taux de césariennes deux fois plus 
élevés dans le groupe de patientes traitées à la T4 durant la grossesse en comparaison avec 
les patientes non-traitées. Les patientes sous le seuil de 0.35 mU/l ont un statut 
hyperthyroïdien, celle entre 0.35 et 3.5 mU/l sont euthyroïdiennes alors que celles qui sont 
supérieures à 3.5 mU/l sont hypothyroïdiennes. Les valeurs de p ont été calculées avec le 
test du χ2.  
 
 
  196 
Tableau 5. Statistiques des suivis des valeurs de TSH durant la grossesse sur une 
cohorte de 200 sujets au CHUS (Étude EAU II). 
 
 
Nombre de patientes  
  N=10 (%) 
TSH au premier trimestre 5 (50) 
TSH au deuxième trimestre 1 (10) 
TSH au troisième trimestre 5 (50) 
Aucun bilan thyroïdien durant la grossesse 5 (50) 
Bilan incluant TPO et/ou T3 et/ou T4 1 (10) 
 
Les sujets ont été recrutés du 1er avril 2009 au 31 mars 2013 au CHUS dans le cadre de 
l’étude EAU II (biopsies utérines). Sur les 200 patientes recrutées, 10 d’entre elles 
présentaient une hypothyroïdie. 50 % des femmes enceintes présentant une hypothyroïdie 
traitée à la T4 n’ont eu aucun bilan thyroïdien durant la grossesse. Dans ces cas, les dosages 
ont été augmentés selon les valeurs initiales. 
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Tableau 6. Données démographiques des femmes de l’étude cas-témoins 
 
 
Les sujets ont été bénéficiées d’une césarienne de mai 2009 à août 2014 au CHUS dans le 
cadre de l’étude EAU II (biopsies utérines).Aucune différence significative n’est détectée 
entre les témoins et les femmes du groupe intervention. Les valeurs de p ont été calculées 
avec le test du χ2 (p > 0.05). Les valeurs représentent la moyenne et le SEM. 
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Tableau 7. Impact des biopsies utérines sur l’issue primaire 
 
Les données proviennent de l’étude cas-témoin visant à valider l’innocuité des biopsies 
utérines. Il n’existe pas de différence sur l’incidence des hémorragies lors de la césarienne 
entre les cas et les témoins. Avec un test d’équivalence, l’incidence des hémorragies post-
partum est comparable entre les groupes avec une valeur seuil de 2.5 % (erreur α = 5 %). 
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Tableau 8. Impact des biopsies utérines sur les issues secondaires 
 
Les données proviennent de l’étude cas-témoin visant à valider l’innocuité des biopsies 
utérines. Une diminution du séjour de l’hospitalisation dans le groupe intervention (biopsie 
utérine) est observée et significative (test du Khi-carré; p < 0.05). Avec un test 
d’équivalence, les groupes sont comparables avec une valeur seuil de 2.5 % pour ce qui 
traite des infections post-opératoires. 
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Tableau 9. Impact des biopsies utérines sur la grossesse subséquente 
 
Les données proviennent des accouchements subséquents, sur la même période, des 
femmes recrutées dans l’étude cas-témoin visant à valider l’innocuité des biopsies utérines. 
Avec un test d’équivalence, les groupes sont comparables avec une valeur seuil de 2.5 % en 
ce qui concerne le taux d’accouchement vaginal après c/s. Une différence est notée dans le 
nombre de consultations en fertilité avec un test exact de Fisher (p > 0.05). Toutefois, des 
données complémentaires sont nécessaires pour conclure sur la pertinence clinique. 
